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RESUMO

Enzimas proteoliticas sdo usadas para obter hidrolisados que possam ser usados
como ingredientes funcionais em sistemas alimenticios. A hidrélise das proteinas
alimentares possui uma longa histéria, principalmente as proteinas vegetais, do leite e
de pescado. No entanto, pouco trabalho tem sido feito sobre a hidrélise de proteinas
de carne de frango. Por essa razdo, o objetivo deste trabalho foi a obtengdo de
hidrolisados enzimaticos de peito e coxa de frango, com diferentes graus de hidrélise e
diferentes propriedades funcionais, utilizando as enzimas Alcalase e Flavourzyme.
Para definir quais as variaveis do processo de hidrélise enzimatica que influiam no
grau de hidrélise das proteinas, realizou-se um planejamento fatorial 2° completo, para
cada enzima e para cada corte de carne, variando a concentragdo de substrato [S] de
5 a 10% (p/v) em proteina, a concentracdo de enzima [E] de 4 a 8% em relagéo a
massa total de proteinas, e o tempo (t) de hidrélise de 60 a 120 minutos, considerando
como variavel dependente o grau de hidrélise (GH) das proteinas. Os ensaios com a
enzima Alcalase resultaram em valores de GH variando de 20,9 a 57,4% em peito de
frango e de 18,6 a 38,8% em coxa de frango, enquanto os valores de GH variaram de
17,2 a 40,5% quando foi utilizado peito de frango como substrato e de 8,3 a 22,5%
quando se utilizou coxa de frango como substrato, para a enzima Flavourzyme. As
varidveis de processo estudas apresentaram efeitos significativos no GH, em todos os
casos, exceto a concentragdo de enzima na hidrélise de coxa de frango com Alcalase.
Obtiveram-se modelos matematicos preditivos a um nivel de 5% de significancia para
as hidrélises com Alcalase em ambos os substratos, e para a enzima Flavourzyme em
coxa de frango. Com base nos resultados do planejamento experimental, escolheram-
se hidrolisados de baixo e alto GH, para ambos os substratos e ambas as enzimas,
que foram submetidos a secagem e avaliados pelas suas propriedades de solubilidade,
capacidade de retencdo de agua, capacidade emulsificante, capacidade de retencao
de 6leo, capacidade de formagao de espuma, estabilidade de espuma e digestibilidade.
Os hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase apresentaram uma maior dificuldade
para remogao de umidade durante o processo de secagem do que os hidrolisados
com a enzima Flavourzyme, apresentando valores de constante de secagem (K) e
difusividade efetiva (Def) entre 0,0092 e 0,0125 min” e 1,56x10° e 2,11x10° m?/s. Os
hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase apresentaram maiores valores de
solubilidade, capacidade de formagdo de espuma, estabilidade de espuma e de
digestibilidade do que os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme, que
apresentaram maiores valores de capacidade de retengcdo de agua, propriedade
emulsificante e capacidade de retencdo de 6leo. Estimou-se que as diferencas nos
valores de grau de hidrélise foram decorrentes das diferengas na matéria-prima
utilizada e no modo de atuagao das diferentes enzimas proteoliticas. A diversidade de
caracteristicas dos hidrolisados demonstra o potencial de uso como ingredientes
alimenticios.

Palavras-chave: frango; proteinas; enzimas; propriedades funcionais.
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ABSTRACT

Proteolytic enzymes are used to obtain hydrolysates that can be used as functional
ingredients in food systems. Hydrolysis of food protein has a long history, mainly for
vegetable, milk and fish proteins. However, little work has been done on hydrolysis of
chicken protein. For that reason, the objective of this work was the production of
enzymatic hydrolysates with different degree of hydrolysis and different functional
properties utilizing breast and thight as substrate using two proteolytic enzymes,
Alcalase and Flavourzyme. To define which process variables of the enzymatic
hydrolysis would influence the protein degree of hydrolysis, an experimental design
(factorial 2°) for each enzyme and each meat cut was adopted, varying the substrate
concentration [S] from 5 to 10% (w/v) protein-basis; enzyme concentration [E] from 4 to
8% (w/w) total protein-basis; and time (t) from 60 to 120min, considering as dependant
variable, the degree of hydrolysis (%DH). The assays done with Alcalase resulted in
degree of hydrolysis values varying from 20.9 to 57.4% for breast meat and from 18.6
to 38.8% for thight meat, and from 17.2 to 40.5% when breast meat as substrate was
utilized, and from 8.3 to 22.5% when thight meat was used, for Flavourzyme assays.
The process variables studies presented significant effects on the degree of hydrolysis,
in all the study cases, except the enzyme concentration of the thight meat hydrolysis
with Alcalase. It was obtained predictive mathematical models and dimensional
response surface relating the variables [S], [E] and (t) with %DH of chicken proteins.
Taking the experimental design results in account, hydrolysates with low and high
degree of hydrolysis were chosen for both substrates and both enzymes, that were
submitted to a drying process and were evaluated for their functional properties of
solubility, water holding capacity, emulsifying capacity, oil holding capacity, foam
formation capacity, foam stability and in vitro digestibility. The Alcalase hydrolysates
presented difficulty of the water removal when compared with the Flavourzyme
hydrolysates, resulting in drying constant (K) and effective diffusivity (Def) values
between 0.0092 and 0.0125 min™', and between 1.56 x 10° and 2.11 x 10° m?s,
respectively. The Alcalase hydrolysates presented higher values of solubility, foam
capacity, foam stability and digestibility, when compared with Flavourzyme
hydrolysates, which presented higher values of water holding capacity, emulsifying
capacity and oil holding capacity. It was considered that the differences between the
degree of hydrolysis values was the consequence of the different raw materials utilized
as substrate and the different activity and affinity for the substrate presented by the
proteolytic enzymes. The diversity of characteristics and properties presented by the
chicken protein hydrolysates shows a potential use of these products as food
ingredients.

Key-words: Chicken; protein; enzyme; functional properties.



1. INTRODUCAO

A alta complexidade das moléculas de proteinas provavelmente é a principal
responsavel pelo menor conhecimento das transformacdes quimicas a que as
mesmas estao sujeitas no processamento e armazenamento dos alimentos (BOBBIO
e BOBBIO, 1995). A modificacdo enzimatica das proteinas utilizando preparados de
enzimas proteoliticas selecionadas para cindir ligagdes peptidicas especificas é
amplamente utilizada na industria de alimentos (MULLALLY et al., 1994).

A adigao de enzimas para hidrolisar as proteinas dos alimentos é um processo
reconhecido por melhorar ou modificar as propriedades fisico-quimicas, funcionais e
sensoriais das proteinas iniciais sem prejudicar o seu valor nutritivo (GONZALES-
TELLO et al, 1994). As enzimas utilizadas nas industrias de alimentos e nas pesquisas
cientificas, predominantemente s&o hidrolases, a maioria carboidratases, seguido das
proteases e lipases (LAHL e BRAUN, 1994). Estudos comprovaram que enzimas
proteoliticas produzem melhores resultados retendo o valor nutricional dos alimentos
(SILVA et al.,1999), porém a qualidade do produto varia com a natureza da enzima e
as condi¢des de processamento (SIMPSON et al., 1998).

A hidrélise de proteinas pode ser realizada com enzimas, acidos ou alcali, mas
a hidrélise enzimatica é mais indicada que métodos quimicos rigorosos para a
produgéo de hidrolisados com aplicagdes nutricionais. O processo de se adicionar
enzimas ao invés de reagentes quimicos ou de aproveitar enzimas endogenas oferece
muitas vantagens por que ele permite o controle da hidrélise melhorando as
propriedades do produto final. Além disso, o processo de hidrélise enzimatica é mais
simples, eficiente e envolve condi¢des alcalinas moderadas que nao destroem as
proteinas recuperadas por racemizagdo e outras reagbes quimicas (FONKWE e
SINGH, 1996).

A hidrélise de proteinas pode ser produzida com dois objetivos, alteragédo das
propriedades funcionais e producdo de pequenos peptideos e aminodacidos para
serem utilizados em alimentos dietéticos ou como agente flavorizante (ROMAN e
SGARBIERI, 2005). A proteina hidrolisada tem sido usada desde 1940 para
administragdo nutricional de individuos que nado podem digerir a proteina intacta
(MAHMOUD et al.,, 1992). A hidrélise altera quimica, fisica, biolégica e
imunologicamente as propriedades das proteinas. (CORDLE, 1994). Os hidrolisados
protéicos sdo produzidos para uma grande variedade de usos na industria de
alimentos, incluindo substitutos lacteos, suplementos protéicos, estabilizadores de



bebidas, realgadores de sabor e produtos de confeitaria (KRISTINSSON e RASCO,
2000%).

A hidrélise de proteinas de alimentos vem sendo realizada por muitas razées,
incluindo melhores caracteristicas nutricionais, deterioracdo retardada, conferindo
textura, elevando ou reduzindo a solubilidade, adicionando propriedades de formagao
de espuma ou coagulagdo, adicionando capacidade emulsificante, prevenindo
interacdes indesejaveis, removendo off-flavors e odores e removendo ingredientes
toxicos ou inibidores (LAHL e BRAUN, 1986). A proteina hidrolisada possui um
numero de propriedades funcionais que a torna atraente como fonte de proteina para
nutricdo humana, para uso em produtos médicos especiais e para uso em produtos
alimenticios em geral (FROKJAER, 1994).

Existe ampla divulgacao cientifica sobre hidrolisados de pescado e outras
matérias-primas (ABDUL-HAMID et al, 2002; BAEK e CADWALLADER, 1995;
CANDIDO e SGARBIERI, 2003; DINIZ e MARTIN, 1997; FONKWE e SINGH, 1996;
GOVINDARAJU e SRINIVAS, 2006; HOCKOVA et al., 2002; KRISTINSSON e RASCO,
2000°) no entanto, escassa em relacdo as proteinas de frango. Como o Brasil tornou-
se um dos principais produtores de carne de frango do mundo, com uma producgéo de
anual de aproximadamente 10 milhées de toneladas, o estudo do comportamento de
enzimas proteoliticas sobre as proteinas desta matéria-prima e a comparagdo com as
de pescado, contribuira com o conhecimento necessario para promover novas
tecnologias aplicadas tanto a cortes nobres como a residuos da industrializagao, para
obtengéo de novos produtos com diferentes propriedades funcionais.

Os objetivos deste trabalho foram:

e Obter hidrolisados enzimaticos de peito e coxa de frango com diferentes graus
de hidrélise utilizando enzimas proteoliticas de diferentes atividades, estudando o
comportamento destas enzimas visando definir quais as variaveis do processo de
hidrélise enzimatica (concentragdo de substrato, concentragdo de enzima, e tempo)
apresentam efeitos significativos no processamento.

e Estudar o comportamento dos hidrolisados obtidos de baixo e alto grau de
hidrélise referente ao processo de secagem pelo levantamento de curvas de cinética
de secagem e determinacdo dos parametros de secagem (constante de secagem e
difusividade efetiva).

e Caracterizar os hidrolisados protéicos obtidos de baixo e alto grau de hidrélise
pelas suas propriedades funcionais e nutricionais.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercado de Carne de Aves

O consumo mundial de carne de frango duplicou nos dltimos 15 anos, porém
esta revolucdo gastrondmica nao foi casual. Fatores tdo diversos como a elevada
velocidade de crescimento da ave, 0 seu menor custo de produgdo comparativamente
ao de outras espécies animais, um preco acessivel para o consumidor, assim como as
suas caracteristicas dietéticas (alto valor nutricional) e culinarias, que retunem
perfeitamente os requisitos alimenticios da sociedade moderna, levaram este tipo de
carne a um lugar preferencial entre a procura do consumidor (NANTA, 2006).

Atualmente a industria avicola estd grandemente integrada e mantida por
grandes corporagdes. Com o passar dos anos a industria avicola vem crescendo e se
especializando em racas de cortes e de produgéo de ovos (BARBUT, 2002). O Brasil é
um dos principais produtores e exportadores mundiais de carne de frango. Tendo em
vista a alta competitividade existente nos mercados interno e externo, todos os
segmentos envolvidos precisam estar atentos a qualidade dos produtos produzidos
(SOUZA, 2005). Através da Tabela 2.1 podemos observar a constante evolugdo da
produgédo de carne de frango no Brasil nos ultimos cinco anos, segundo a ABEF
(Associagao Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frango).

Tabela 2.1 — Produgao Brasileira de Carne de Frango.

Ano I\flr:atgri%o Exportagédo Total Ano '\f:’tgr?%o Exportagao Total

1989 1.811.396 243.891 2.055.287 1998 4.262.231 612.477 4.874.708
1990 1.968.069 299.218 2.267.358 1999 4.755.492 770.551  5.526.044
1991 2.200.211 321.700 2.521.911 2000 5.069.777 906.746 5.976.523
1992 2.350.567 371.719 2.726.992 2001 5.486.408 1.249.288 6.735.696
1993 2.709.500 433.498 3.142.998 2002 5.917.000 1.599.923 7.516.923
1994 2.929.997 481.029 3.411.026 2003 5.920.908 1.922.042 7.842.950
1995 3.616.705 428.988  4.050.449 2004 6.069.334 2.424.520 8.493.854
1996 3.482.767 568.795  4.051.561 2005 6.535.185 2.761.966 9.297.151
1997 3.811.569 649.357  4.460.925 2006 6.622.587 2.712.959 9.335.546

Fonte: ABEF - Associagao Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frango (2007).

2.2 Proteinas

As proteinas sd@o polimeros com peso molecular variando de aproximadamente

10.000 até varios milhdes de kilodaltons, sendo geralmente descritas em referéncia a



sua estrutura altamente complexa. As unidades monoméricas que compdem as
proteinas, os aminodacidos, sdo unidas por um Unico tipo de ligagao, a ligagao
peptidica, e a quantidade de aminoacidos diferentes € estritamente limitada em
ndmero e essencialmente comum a todas as proteinas. As propriedades e as fungdes
de um tipo particular de proteina dependem inteiramente da sequiéncia particular de
seus aminoacidos (COULTATE, 2004).

As proteinas s@o nutrientes essenciais aos organismos animais € humano,
devendo estar presentes na alimentacdo em quantidades adequadas. Além do
aspecto quantitativo, deve-se levar em conta o aspecto qualitativo das proteinas, ou
seja, seu valor nutritivo (SGARBIERI, 1996). Segundo este autor, as proteinas
fornecem aminoacidos, que sédo os elementos que as compdem, sdo usados para
formacdo de mdusculos e outros componentes do corpo que contém proteinas,
incluindo imunoglobulinas, albuminas, enzimas e horménios. O organismo sintetiza
aminoacidos niao essenciais, enquanto que outros precisam ser fornecidos por fontes
alimentares. As proteinas e outros compostos contendo nitrogénio sé&o
constantemente degradados e reconstruidos. Todas essas perdas devem ser repostas
por um suprimento continuo de aminoacidos fornecidos pela dieta.

Possivelmente as transformagdes fisico-quimicas das proteinas sejam as
alteragdes mais importantes nos alimentos. Assim, por exemplo, a desnaturacao ainda
que nao afete a digestibilidade das proteinas pode resultar em alteragbes da
solubilidade, da retengédo de agua, da capacidade de participar de emulsdes e pode
também produzir um aumento da reatividade quimica da proteina por exposicao de
mais grupos reativos da cadeia protéica (como -SH), que estao protegidos na proteina
natural pelas estruturas quaternérias, terciarias e secundarias da molécula e que séao
alteradas pela desnaturagéao (BOBBIO e BOBBIO,1995).

2.2.1 Proteinas do musculo animal

A carne oriunda de qualquer espécie é considerada uma fonte de “proteina
completa”, de excelente qualidade e de alto valor bioldgico, pois contém alta
porcentagem de todos os aminoacidos essenciais ao corpo humano. A disponibilidade
dos aminoacidos da carne apés a digestao é alta, as proteinas carneas sao 95 a 100%
digeriveis (OLIVO e OLIVO, 2006).



2.2.2 Proteinas da carne de aves

As proteinas representam blocos estruturais que formam os musculos. A
proteina consiste em cerca de 18-20% do peso do musculo magro da ave, onde agua
e gordura representam cerca de 75% e 5% respectivamente. A proteina muscular
pode ser dividida em trés grupos principais (Tabela 2.2), baseados no conteudo de
agua e na solubilidade (BARBBUT, 2002).

Tabela 2.2 - Principais proteinas do musculo de aves divididas em trés grupos
de acordo com a solubilidade e a porcentagem relativa no mdsculo imido (baseado
em 19% de proteina total).

Grupo Denominacéao (%)
Sarcoplasmaticas (5.5)
Mioglobina 0.2
Hemoglobima 0.6
Citocromo 0.2
Enzimas glicoliticas 2.2
Creatina quiinase 0.5
Miofibrilares (11.5)
Miosina 5.5
Actina 25
tropomiosina 0.6
Troponina 0.6
C-Proteina 0.3
a-Actina 0.3
B-Actina 0.3
Estroma (2.0)
Colageno 1.0
Elastina 0.05
Mitocondrial 0.95

Fonte: BARBUT, 2002.

As proteinas sarcoplasmaticas sao sollveis em agua e sao distribuidas dentro
do fluido celular (sarcoplasma). Essas proteinas sarcoplasmaticas consistem em cerca
de 25% da proteina total do musculo (BARBBUT, 2002). Trata-se de cerca de 50
componentes, essencialmente enzimas e mioglobina. A alta viscosidade do
sarcoplasma se deve a alta concentracao de proteinas dissolvidas, que chega a ser de
20-30% (BELITZ e GROSCH, 1997).



As proteinas miofibrilares consistem em cerca de 55% da proteina total do
musculo e séo sollveis em solugdes salinas. Sdo conhecidas cerca de 20 proteinas
miofibrilares diferentes. As mais abundantes sdo a miosina e a actina. O resto séo as
proteinas tropomiosina e troponina, importantes para a contragao, e distintas proteinas
do citoesqueleto, que contribuem para a estabilizacdo do sarcomero (BELITZ e
GROSCH, 1997).

As proteinas do estroma s&o insollUveis em agua e solugdes salinas, consistem
em cerca de 10-15% da proteina total do mdusculo, incluem principalmente as
proteinas do tecido conjuntivo. As duas principais proteinas sao o colageno e a
elastina. No musculo vivo, elas formam varios componentes estruturais, incluindo
membranas ao redor das células, de musculos empacotados, de musculos, também
formando parte de ligamentos e tenddes (BARBBUT, 2002).

2.2.3 Estrutura miofibrilar do musculo animal

As miofibrilas sdo compostas por feixes de filamentos protéicos arranjados. Os
filamentos protéicos sdo compostos, sobretudo, pela proteina actina, juntamente com
quantidades menores de tropomiosina e troponina. Os filamentos grossos sao
agregados de miosina, uma proteina grande (peso molecular de 5 x 10°) e alongada
(COULTATE, 2004).

Existem mais de 20 diferentes proteinas que compdem as miofibrilas. Seis
destas proteinas constituem 90% do total. Estas seis, em ordem decrescente de
abundancia sao: miosina, actina, titina, tropomiosina, troponina e nebulina (OLIVO E
OLIVO, 2006). A unidade fundamental da carne é o sarcémero miofibrilar, que contém
as duas proteinas musculares mais importantes, a actina e a miosina, que apresentam
aproximadamente 65% da massa seca total do sarcémero, formado por uma série de
filamentos longitudinais de actina e miosina (ROBINSON, 1991).

A miosina é uma proteina grande e complexa de peso molecular de 500.000,
tem a forma de uma bastdo com 20 nm de comprimento. As cadeias protéicas sao
enroladas entre si em forma de hélice. Numa das extremidades, a miosina apresenta
uma saliéncia globular, ou cabeca, formada por grupos SH (FURLONG, 2000). E uma
proteina de natureza fibrosa e seu ponto isoelétrico é no pH de 5,4. E caracterizada
pelo alto teor de aminoacidos bésicos, tornando-a uma molécula altamente carregada.
Assim, as moléculas de miosina se unem espontaneamente em filamentos, em
solucdes de forga ibnica e pH fisiolégicos (OLIVO E OLIVO, 2006).



A actina encontra-se sob duas formas: uma globular, actina-G, de peso
molecular de 50 a 60.000; e outra fibrosa, actina-F, resultante da polimerizagéo da
primeira em filamentos constituidos em cadeias enroladas de dupla hélice que
compreendem cada uma 300 a 400 monémeros (CHEFTEL & CHEFTEL, 1976). O
ponto isoelétrico da actina G em solugdes de baixa forga ibnica é de aproximadamente
pH 4,7. A medida que a forga ibnica aumenta até o nivel fisiolégico a actina-G se
polimeriza em uma forma fibrosa denominada de actina-F (OLIVO E OLIVO, 2006).
Com respeito a hidrélise protéica, as proteinas miofibrilares miosina e actina estao
sujeitas a clivagem enzimatica por enzimas proteoliticas (KRISTINSSON e RASCO,
2000%).

No comércio de carne de aves existe uma clara distingao entre carne branca e
escura. A carne branca refere-se ao musculo do peito de frango e peru, enquanto a
carne escura refere-se a carne da coxa, também pode ser dito que isto esta
relacionado com a proporgao relativa de fibras vermelhas e brancas dentro do musculo.
No geral, a maioria dos musculos contem uma mistura de fibras vermelhas e brancas,
poucos musculos sao compostos somente de fibras vermelhas ou somente de fibras
brancas (BARBUT, 2002). A Tabela 2.3 apresenta as principais diferencas entre as
fibras vermelhas e brancas.

Tabela 2.3 — Comparagdes relativas entre fibras musculares vermelhas e brancas em

aves.

Fibra Vermelha Fibra Branca

Mioglobina (concentragao) Alta Baixa
Cor Vermelha Branca
Velocidade de contracéo Lenta Rapida
Mitocéndrias (nimero) Alto baixo
Mitocdndrias (tamanho) Grande Pequeno
Conteudo de glicogénio Baixo Alto
Atividade glicolitica Baixa Alta
Conteudo lipidico Alto Baixo
Metabolismo oxidativo Alto Baixo
Diametro das fibras Pequeno Grande

Fonte: BARBUT, 2002.



2.2.4 Colageno

O colageno é o constituinte principal do tecido conjuntivo do musculo e sem
davida representa a proteina animal mais abundante. Também é encontrado na pele e
nos 0ssos. O colageno mantém unidas as fibras musculares e contém cerca de 30%
de glicina e 25% de prolina e hidroxiprolina (CHEFTEL & CHEFTEL, 1976). O
colageno possui alta proporgao de glicina e prolina e a presenga de 4-hidroxiprolina e
5-hidroxilisina. Sendo que a existéncia de hidroxiprolina é exclusiva do tecido
conjuntivo, sua determinagado se utiliza para calcular a proporgéo deste tecido em
produtos carnicos (BELITZ e GROSCH, 1997).

Nos tecidos de mamiferos e de aves as fibras de colageno conferem forca aos
tenddes e rigidez aos ossos durante seu desenvolvimento e, ainda que a proporgéo de
colageno intramuscular seja pequena (aproximadamente 2%), as fibras de colageno
formam uma estrutura laminada ao longo de todo o endomisio (fios estreitos de tecido
conjuntivo que envolve cada fibra), fazendo com que o colageno contribua de forma
significativa na textura da carne (ROBINSON, 1991).

O colageno forma pontes cruzadas entre as suas moléculas, tornando-a
relativamente insollvel e de alta forca de tensdo. Esta caracteristica influencia na
maciez da carne. Em animais jovens o nimero de pontes cruzadas € menor. Com o
aumento da idade aumenta também o nimero de pontes. Por esta razdo, animais
mais velhos apresentam carnes menos macias (OLIVO E OLIVO, 2006).

Ha duas classes de enzima que degradam o colageno. O primeiro tipo
corresponde as colagenosas e proteinases neutras, ativas a pH fisiolégico e capazes
de catalisar a hidrélise das fibras de colageno da carne. O outro grupo de enzimas
capazes de degradar o colageno sdo varias endo e exoproteinases lisossomais
(ROBINSON, 1991).

2.2.5 Elastina

Esta proteina é bem menos abundante no musculo. As fibras séo facilmente
esticadas, sendo que o0 seu ponto de quebra é de aproximadamente 150% de seu
comprimento original. Apds serem esticadas, as fibras voltam ao seu tamanho original.
Isto é atribuido ao seu alto teor de aminoacidos nao polares e as ligagbes
intermoleculares que agregam quatro cadeias vizinhas de elastina entre moléculas de
lisina (OLIVO e OLIVO, 2006).



Normalmente a elastina se encontra na forma amorfa e relaxada,
diferentemente do colageno, ela ndo exerce forcas de tensdo sobre as fibras
musculares. As fibras de elastina sao filamentosas e sua espessura e distribuicao
varia segundo o tecido. Junto com o colageno, sdo as Unicas proteinas conhecidas
que possuem ligagdes entrecruzadas derivadas de lisina (ROBINSOSN, 1991.
CHEFTEL e CHEFTEL, 1976). A elevada hidrofobicidade e a conseqiente
insolubilidade da lisina fazem com que esta proteina seja resistente a degradacao
enzimatica. No entanto, tem-se identificado certo nimero de elastases que sao serina
proteases (ROBINSON, 1991).

2.3 Enzimas

Enzimas sao catalisadores bioquimicos vitais para todos os seres vivos, porque
elas aceleram as reagbes quimicas entre constituintes organicos dentro das células,
que caso contrario levaria um tempo extremamente longo para completar. Na ciéncia e
tecnologia de alimentos, as enzimas séo exploradas para realizar fungdes desejaveis e
para facilitar a conversdao de matérias-primas em alimentos de alta qualidade. Os
processos biolégicos que usam enzimas adicionadas sdo empregados com muita
freqUiéncia, e a hidrolise enzimatica apresenta-se como a mais promissora, pois resulta
em produtos de alta funcionalidade e alto valor nutritivo (LAHL e BRAUN, 1994).

2.3.1 Classificacao

De acordo com o sistema de nomeclatura e classificacdo de enzimas, adotado
por acordo internacional (Enzyme Commission, EC), cada enzima recebe um nimero
classificatério (nimero EC) composto por quatro digitos separados por pontos. O
primeiro digito indica uma das seis classes em que sao divididas as enzimas, de
acordo com a reagao que catalizam:1-oxidoredutases (reacdes de oxido-reducao), 2-
tranferases (reagdes de transferéncia de grupos entre moléculas, que ndo sejam
catalisadas pelas oxidoredutases ou pelas hidrolases), 3-hidrolases (reagbes de
hidrolise, onde a agua é o receptor dos grupos transferidos) 4-liases (reacdes de
eliminacdo e adicdo de grupos, formando ou desfazendo ligacées duplas), 5-
isomerases (reagdes de isomerizacdo) e 6-ligases (catdlise de ligacdo de duas
moléculas com hidrélise simultdnea de ATP).
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O segundo e terceiro digito (subclasse e sub-subclasse, respectivamente)
indicam diferentes situagdes, dependendo da classe que se encontram. Por exemplo,
nas oxirredutases (classe 1) a subsclassse indica a natureza do grupo sobre o qual as
enzimas atuam (alcool, aldeido, cetona, ou outro) e a subclasse indica o tipo de
receptor envolvido (citocromo, oxigénio ou outro); nas transferases (classe 2) a
subclasse indica a natureza do grupo transferido (carbono, aldeido, acil, ou outro) e a
sub-subclasse subdivide o tipo de grupo transferido (se o grupo carbono é um grupo
metil ou hidroximetil, por exemplo) ou indica o tipo de receptor, no caso da enzima
tratar-se de uma fosfotransferase. O quarto digito corresponde ao numero serial de
cada enzima. Segundo esta ordem cada enzima estard perfeitamente classificada
(BELITZ e GROSCH, 1997; KENNEDY, 1987 ; WHITAKER, 1994). Por exemplo, a
enzima ascérbico-oxidase (EC 1.10.3.3) catalisa a reacao:

Acido L-ascorbico + 2 O, «> Acido L-dehidroascérbico + H,O

EC = Enzyme Comission

1 = Oxirredutase

10 = Subclasse (indicagao do doador: acido ascorbico)

3 = Sub-subclasse (indicagdo do aceptor: oxigénio)

3 = Numero de série da enzima dentro da sub-subclasse

2.3.2 Usos Industriais

O uso de enzimas em processos industriais pode eliminar freqlientemente o
uso de temperaturas altas, solventes organicos e extremos de pH, enquanto ao
mesmo tempo oferece especificidade de reagdo aumentada, pureza de produto e
impacto ambiental reduzido. O crescente uso de enzimas industrias é dependente da
constante inovagao, melhor performance e custo reduzido. Esta inovagédo é dirigida
rapidamente por um crescente banco de dados de diversas enzimas naturais, DNA
recombinante e tecnologias de fermentacdo que permitem produzir esta diversidade
de enzimas a baixo custo, e ferramentas de modificagdo de proteinas que habilitam
enzimas a se tornarem afinadas, ajustando-se ao mercado industrial (CHERRY e
FIDANTSEF, 2003).

As enzimas utilizadas nas indUstrias de alimentos e nas pesquisas cientificas,
predominantemente s&o hidrolases, a maioria carboidratases, seguido das proteases e

lipases. As proteases sdo enzimas melhores caracterizadas, e mais importantes do
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ponto de vista econdmico, e 0 seu uso na industria de alimentos esta bem
estabelecido. A escolha da enzima é normalmente determinada pela combinagéo entre
eficacia e economia. A selecdo da enzima ou mistura de enzimas esta baseada
frequentemente na sua habilidade de hidrolisar o substrato na extenséo
desejada.(LAHL e BRAUN, 1994). De acordo com este autor, quimiotripsina e tripsina
sao especificas para clivar a ligagdo arginina-lisina. As enzimas papaina, ficina e
bromelina sdo comparativamente nao seletivas, enquanto enzimas microbianas
tendem a ser mais seletivas.

Proteases de detergente, que consistem em proteases alcalinas bacterianas
como a subtilisina, representa o volume maior de enzimas vendidas para uso industrial,
pois respondem por até 35% do mercado de enzima industrial total. Outras aplicagdes
de protease incluem carne e soja processadas, laticinios, tratamento de couro,
tratamento de aguas residuais e para sintese organica (CHERRY e FIDANTSEF,
20083).

A hidrélise de proteinas alimentares se da por varias razdes, incluindo
caracteristicas de melhoramento nutricional, retardo da deterioragdo, aumento ou
diminuicdo da solubilidade, aumento de propriedades espumantes ou coagulantes,
aumento da capacidade emulsificante, prevengao de interagdes indesejaveis, remogao
de sabores ou odores e ingredientes tdxicos ou inibidores (LAHL e BRAUN, 1994).

2.3.3 Enzimas proteoliticas

As enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases pertencem ao grupo das
hidrolases as quais tem em comum o envolvimento da agua na formagao do produto.
As proteinases catalisam a reagéo de hidrolise das ligagdes peptidicas das proteinas,
ocorrendo a transferéncia de componentes do substrato para a agua. Estas enzimas
podem ter origem animal, vegetal ou microbiana (WHITAKER, 1994).

As proteases sdo classificadas pelo mecanismo de hidrolise em
endoproteinases e exopeptidases. As endoproteinases hidrolisam as ligagoes
peptidicas dentro da molécula protéica, geralmente em residuos especificos
produzindo peptideos relativamente grandes. As exopeptidases removem aminoacidos
sistematicamente a partir do nitrogénio terminal, chamadas aminopeptidases ou do
carbono terminal, chamadas carboxipeptidases, estas hidrolisam as ligagoes
peptidicas terminais. Na hidrélise de alimentos, sdo normalmente utilizadas as
endoproteinases, sendo ocasionalmente combinadas com exopeptidases para atingir a
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degradagao mais completa das proteinas. A hidrélise enzimatica das proteinas € um
processo complexo devido ao grande numero de ligagdes peptidicas com acesso
especifico para as reagdes enzimaticas (KRISTINSSON e RASCO, 2000).

WARD (1985), citado por TARDIOLI (2003), reportou que segundo o sistema
internacional de nomenclatura, as enzimas proteoliticas pertencem a subclasse 4 da
classe 3 (EC 3.4 Peptidio hidrolases) conforme mostra a Figura 2.1. As proteases sao
subdivididas em sub-subclasses com base nos seus mecanismos cataliticos, as
enzimas em cada sub-subclasse s&o distinguidas em sua especificidade pelo

substrato.

Proteases

il
m

Carboxipeptidases Carboxil-proteases
EC 3.4.16-17 ] EC 3.4.23
[
Serina- Metalo- Metalo-proteases
Carboxipeptidases Carboxipeptidases EC 3424
EC 3.4.16 EC 3.4.17

Figura 2.1 — Classificagado das peptidio hidrolases de acordo
com seu mecanismo catalitico (Ward, 1985).

Segundo BELITZ e GROSCH (1997) uma nova divisdo se formou em relagéo
aos grupos existentes no centro ativo das enzimas. De acordo com WHITAKER (1994),
€ conveniente dividir as enzimas proteoliticas em quatro grupos, com base no seu
mecanismo catalitico de agdo. Os nomes dos grupos servem para indicar um dos
importantes grupos cataliticos do sitio ativo. Os quatro grupos sao: serina-proteases,
tiol ou cisteina proteases, metalo-proteses e carboxil-proteases ou proteases acidas.

2.3.4 Alcalase e Flavourzyme

A Alcalase é uma enzima produzida por fermentagdo submersa do

microrganismo Bacillus licheniformis e desenvolvida pela Novo Nordisk (Bagsvaerd,
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Denmark) para a industria de detergentes. Tem sido provado repetidamente por
muitos pesquisadores ser a melhor enzima usada na preparacdo de hidrolisados
protéicos de pescado e outros hidrolisados protéicos (KRISTINSSON e RASCO, 2000).

De acordo com a Novo Nordisk, a Alcalase, classificada como uma subtilisina
(EC 3.4.21.62), é uma serina-protease, caracterizada pelo seu desempenho a altas
temperaturas e moderada alcalinidade (NOVO, 1994). Embora a Alcalase venha
sendo amplamente utilizada em varias aplicagbes em biotecnologia, sua
especificidade ndo foi completamente caracterizada. Sabe-se que essa enzima
hidrolisa principalmente ligacbes peptidicas contendo residuos hidrofébicos no lado
carboxilico (Adler-Nielsen,1986 ).

A Flavourzyme é uma protease fungica complexa produzida pela fermentagao
submersa de uma linhagem selecionada de Aspergillus oryzae o qual néo foi
geneticamente modificado, sendo utilizada na hidrélise sob condi¢cdes neutras ou
ligeiramente acidas (SLIZYTE et al, 2004). A Flavourzyme é uma mistura de proteases
que contém ambas as atividades, endoproteinase e exopeptidase. Em alimentos
protéicos hidrolisados, a aplicagédo de endoproteinases é dominante. Ocasionalmente,
as endoproteinases sdo combinadas com exopeptidases para completa degradacao
(NILSANG et. al, 2004).

HRCKOVA et al (2002) hidrolisaram enzimaticamente farinha de soja
desengordurada e observaram uma diferenca significativa na distribuicdo de
aminodacidos entre os hidrolisados tratados com Alcalase e os tratados com
Flavourzyme. Como a Flavourzyme possui ambas as atividades, endoprotease e
exopeptidase, sua habilidade para liberar mais aminodacidos livres é maior do que no
caso com a Alcalase. Esses autores ressaltam que a eficiéncia da protease é um fato
relevante para a producdo de hidrolisados protéicos e como a escolha da protease
usada determina as propriedades funcionais e nutricionais, que é de grande
importancia para a aplicagdo do hidrolisado protéico.

Preparacoes de proteinases disponiveis comercialmente foram estudadas por
SMYTH e FITZGERALD (1998), estes autores verificaram um alto nivel de atividade
de subtilisina presente na Alcalase. Esses pesquisadores também observaram que
hidrolisados produzidos com a Flavourzyme podem apresentar um bom sabor devido
ao efeito de sua atividade exopeptidase ndo produzir um sabor amargo € que estes
hidrolisados podem nao ser satisfatorios para fortificagdo protéica de produtos
alimenticios de baixa osmolalidade devido ao alto nivel de aminoéacidos livres. A tabela
4 apresenta um sumario de detalhes e caracteristicas de proteases comerciais.



14

‘0661 "01YHIIZLL & HLAWS #juod

(euisdmong] |1z v e

ojensqns owod eniqofowaly

EREINUEID (ewsdu]) 17 5E Jo55 - OF 06-09 OUEZIN UOSUY DPOIEM eusidu] edlgaiaued eulaing 3 0ENLd
(euisdmowing) | LE e i , 0led}sqns oo euqafoway ]
a4 (ewsdu]) 17 Fc D055 - OF 06-09 OUBZIIN UOSUY DPOIBWY el edlealaued eung S0ENLd
T EpIIME0U-d-BUI2NET j0JBIEGNS asepndadoxa
od P 7 LT 2505 - 5F 0i-05 owoad efos ap epejosl euaad fexaduiog ewzua) sezdio srifiadsy AWwAzinoae| 4
ORUEZI|IIN W04 8P 0ROIEY aseuapudopu]
_ ] A ojeiEqns awod euigojfoway
od 2009 - OF 0i-0F ) CEEb v b aseuEwldopug aezdio sayifitadsy asealoig [efung
_ : , 0led}sqns oo euqajfioway asepidadoxg
epinb Do55-5F | G655 SPUEZIIN UDSUY OROIBY P — sijidliodsy 7607 8se|n)
_ o 0JRISqNS 00D EUIESED d
od 009 - 5 0e-55 T — aseulapudopug gNgnE BnjIoeg asealld [eanap)
b . L ojeisqns owod euigojfoway eJjnau
epinb  (asealoid [BANEN) BZVZEE | D55 - SF §4-55 OPUBZIIN UOSUY DPOIBWY (u7) Bseuisioid-ofe1ap SiNGNE ShOET aselInap
o : , 0ledlsqns oo euqafoway (Biagspen ewsggns) ]
ek (eusinans) 29 12 v E Jold - 55 58-59 OpUBZIN UOSLY OPIBI aseulaloidopUg SILLULOHUSYIU SitEg 1 H08sERNY
(asealoid |BNaN) B2 ¥ T E _ L ojeiEqns awod euigojfoway eJjnau
EREINUELD (ewi=3aNS) 7917 ¥ C 5L°5% ORUBZI|IIN U0SLA OROJajY aseulapoad a Buis|qNS SMilfoed HaEDId
einjesadiia |
BLIO ] 23 CIaLUnp — Hd ap exEeY apepe ep oedeuuiaiag apepialie ap odip MG 0a1jewIZug opeledaig

‘BlUAWEIAWD Slassundsip saseajold ap sopesedasd ap salueaugel soad OpIIAUID) SEDIISHALIEIED B S8Y|EJAP AR DUEWINS - §'7 B|3q8]



15

2.4 Hidrolisados Protéicos

Os hidrolisados protéicos vém sendo utilizados desde 1940 com finalidades
médicas na preparacéo de dietas especiais para alimentacao enteral de bebés e para
manutencao do estado nutricional de pacientes impossibilitados de digerir proteinas.
Na década de 70 assistiu-se um expressivo crescimento nos métodos de preparagao e
uso de hidrolisados protéicos, tanto com finalidades clinica e nutricional como para a
melhoria de propriedades funcionais de proteinas e alimentos de base protéica. A
hidrélise enzimatica de polimeros em alimentos, como por exemplo, de proteinas, é
um processo de consideravel importancia que tem sido utilizado para melhorar
propriedades fisicas, quimicas e funcionais dos alimentos, sem prejudicar seu valor
nutritivo, melhorando, particularmente, as caracteristicas de absorgdo das proteinas
(PACHECO et al., 2005).

Os hidrolisados podem ser definidos como proteinas cindidas quimica ou
enzimaticamente que produzem peptideos de diferentes tamanhos. Ainda que a
produgédo de hidrolisados ja tenha se estendido pelo mundo inteiro, o controle
apropriado do processo e mecanismo exato da hidrélise protéica, na maioria dos
casos ndo estd completamente compreendido (KRISTINSSON e RASCO, 2000%).
Estes autores ainda ressaltam que a hidrélise quimica das proteinas é alcangcada pela
quebra das ligagdes peptidicas tanto com &cido ou base. Mas, no entanto, existem
varias limitagbes para ingredientes alimenticios elaborados por este método. A
hidrélise quimica tende a ser um processo dificil de controlar e quase sempre leva a
produtos com composicdo quimica e propriedades funcionais variaveis. O hidrolisado
protéico com reagentes quimicos fortes e solventes é produzido a temperaturas e pH
extremos e geralmente obtém-se produtos com qualidade nutricional reduzida, pobres
em funcionalidade.

A hidrélise com enzimas é mais indicada para a produgao de hidrolisados com
aplicagdes nutricionais, que com métodos quimicos rigorosos. A hidrélise enzimatica
pode produzir hidrolisados com perfil de peptideos bem definido, enquanto que as
hidrélises &cida e alcalina podem destruir L-aminoacidos, produzindo D-aminoacidos e
ainda formar substancias téxicas como a lisina-alanina. Isso é especialmente critico
em hidrolisados protéicos, onde proporcbes de aminoacidos, dipeptideos e
tripeptideos sao importantes para a absorgao pelo organismo (LAHL e BRAUN, 1994).

O processo hidrolitico e as condigbes de reacao diferem entre diferentes
enzimas e substratos utilizados e também depende das propriedades desejadas para
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o hidrolisado. A temperatura e o pH do processo sdo normalmente ajustados para
otimizar a cinética da enzima ou mistura de enzimas selecionadas. Uma protease
comercial é adicionada em varias concentragées dependendo da taxa de hidrélise
necessaria. Dada uma determinada enzima e um substrato em particular, qualquer
processo de hidrélise envolve pelo menos cinco variaveis independentes. Estas séo
pH, temperatura, proporgao enzima/substrato, concentragcdo do substrato protéico em
% ou unidades de atividade por kg, e tempo (KRISTINSSON e RASCO, 2000%).

2.4.1 Hidrolisados protéicos de carne de aves

A hidrélise enzimatica de carne de aves é pouco mencionada na literatura
cientifica. BURICA e VITEZ (1981), citado por SUROWKA e FIK (1992) descreveram a
producdo de hidrolisados de musculo de frango tratados com bromelina, onde o
produto obtido apresentava boa qualidade e continha 14-14,8% de nitrogénio.
STANLEY (1981), também citado por este mesmo autor, hidrolisou carne de frango
usando pancreatina e, observou uma maior intensificagdo do gosto no produto
hidrolisado. Autores japoneses (ISHIDA e YAMAMOTO, 1976; ISHIDA et al., 1979)
mostraram, como resultado de proteinas sarcoplasmaticas de aves, um produto que
possuia gosto desejavel, enquanto que a fragao miofibrilar apresentava gosto amargo.
Além disso, eles observaram que o hidrolisado de carne de ave estaria livre do gosto
amargo quando utilizavam enzimas que possuiam ambas as atividades, endo e exo-
peptidase.

SUROWKA e FIK (1992) otimizaram as condicdes para hidrélise de proteinas
contidas em cabecas de frango usando Neutrase de Bacillus subtilis, como também
avaliaram a composi¢do, a qualidade e algumas propriedades fisico-quimicas do
produto final. O produto final apresentou um contetdo de 78,1% de proteina total,
excelente solubilidade e uma boa capacidade de emulsificacdo e estabilidade de
emulsao.

FONKWE e SINGH (1996) investigaram a producdo de um hidrolisado
enzimatico de proteinas de residuos de carne de peru mecanicamente separada
usando papaina como enzima, e caracterizaram o hidrolisado de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas e funcionais. Estes autores relataram em seu estudo que
a hidrélise enzimética demonstrou ser um método efetivo de recuperar proteinas de
residuos de carne de peru mecanicamente separada, onde o produto final apresentou

um rendimento alto de proteina recuperada e uma excelente solubilidade em agua,
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sendo que este tipo de hidrélise também tem a vantagem de que ambas as proteinas
colagenosas e nao-colagenosas eram hidrolisadas, o que difere da extracao alcalina
de proteinas que hidrolisa principalmente proteinas nao-colagenosas.

SILVA et al (1999) estudaram a composi¢ao de hidrolisados obtidos de carne
de boi, peru e galinha utilizando suco de abacaxi como fonte de bromelina e obtiveram
um hidrolisado de baixo custo, com elevado valor nutricional que poderia ser aplicado
em todos os tipos de dietas alimentares.

2.5 Grau de Hidrdlise (GH)

De acordo com GILDBERG (1992), hidrolisados para aplicagdo em alimentos
devem ser preparados com o controle adequado da hidrélise a fim de segurar bom
sabor e propriedades funcionais adequadas. ADLER-NISSEN (1984), citado por LEE
et al. (2000), introduziram o conceito de grau de hidrolise (GH) para controlar o sabor
amargo das proteinas parcialmente hidrolisadas. O grau de hidrélise € uma medida da
extensdo da degradacao hidrolitica da proteina. Ele é considerado o mais pratico e
conveniente meio para controlar o processo de hidrélise. O GH também é amplamente
usado como indicador para comparar diferentes hidrolisados de proteinas, sendo o
principal determinante das propriedades do hidrolisado de proteina (MAHMOUD, 1994;
NEVES et al., 2004).

NIELSEN et al. (2001) definiu o grau de hidrélise como sendo a porcentagem
de ligagdes de peptideos clivadas:

GH =h/hp, * 100%
onde hy,: € 0 nimero total de ligagdes peptidicas por proteina e h € o niumero de
ligacdes hidrolisadas. Sendo que h;: € dependente da composigdo de aminoacidos do
material utilizado como substrato.

Existem varios métodos para determinar o grau de hidrolise. Estes métodos
variam em complexidade, precisdo e exatidao. Eles incluem a técnica do pH-stat,
osmometria, solubilidade em acido tricloroacético (TCA), determinacao de nitrogénio-
amino por titulagdo com formol e pelo método que utiliza &cido trinitobenzenosulfurico
(TNBS) (MAHMOUD, 1994; NIELSEN et al., 2001). KRISTINSSON e RASCO (2000
salientam que a técnica do pH-stat e da osmometria foram completamente estudadas
e demonstraram ser satisfatérias, e que o grau de hidrélise estd agora sendo mais
geralmente determinado usando o método do TCA ou 0 método do TNBS.
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Apbs atingir o GH maximo ou desejado, € necessario terminar a reagdo atraves
de métodos quimicos ou térmicos. Geralmente 0 meio de reagao é transferido para um
banho com temperatura controlada podendo variar de 75 a 100°C por 5 a 30 minutos
para que ocorra a inativagao enzimatica (HOYLE e MERRIT, 1994).

Segundo PETERSEN (1994) a vantagem de se usar o GH como parametro do
processo € que %GH parece determinar, sem ambiglidade, as propriedades da
proteina de um hidrolisado protéico para um dado sistema proteina-enzima. O grau de
hidrélise demonstra, tanto tedrica como empiricamente, que quatro variaveis do
processo: substrato (S), propor¢do enzima/substrato (E/S), temperatura (T) e tempo (1),
podem ser deixadas sem controle, contanto que o GH seja controlado. Portanto, fica
obvio que o GH é um método simples e rapido para a medida da extenséo da quebra
da proteina (KRISTINSSON e RASCO, 2000%).

Varios estudos tém sido conduzidos com diferentes tipos de proteinas, no
sentido de melhorar ou ampliar seu uso como ingrediente funcional. A aplicagdo de
hidrélise enzimatica as proteinas tem sido uma das principais areas de pesquisa nesse
sentido as proteinas tanto podem incrementar quanto diminuir sua funcionalidade,
dependendo do grau de hidrélise aplicado, sendo geralmente aceito que uma hidrélise
branda é benéfica, ao passo que uma hidrélise extensiva é considerada prejudicial
(FURTADO et al., 2001). Um alto grau de hidrélise pode levar a uma alta solubilidade,
mas isto pode ter efeitos negativos nas demais propriedades funcionais do hidrolisado.
Para manter ou melhorar a funcionalidade, geralmente se faz necessario um baixo
grau de hidrolise (MULLALLY et al. 1995).

2.6 Fatores que Influenciam o Processo de Hidrélise Enzimatica

A velocidade de uma reagao enzimatica depende da concentragdo de todos os
participantes na presente reacdo (enzima, substrato, ions hidrogénio, ativadores e
inibidores), da forga ibnica, da constante dielétrica do meio e da temperatura (BELITZ
e GROSCH, 1997). De acordo com KRISTINSSON e RASCO (2000?%) a temperatura e
o pH do processo s@o geralmente ajustados para otimizar a cinética da enzima ou
mistura de enzimas selecionadas. Uma protease comercial é adicionada em varias
concentracoes dependendo da taxa de hidrélise necessaria. Como o estudo cinético
das reagdes enzimaticas envolvendo todos os parametros, citados acima, tornar-se-ia
muito extenso, destacaram-se apenas os efeitos do pH, da temperatura e da relagao
enzima/substrato no processo de hidrélise enzimatica.



19

2.6.1 Efeito do pH na atividade enzimatica

Em geral, as enzimas sédo ativas em uma faixa limitada de pH. Usualmente
cada enzima possui um pH 6timo, por se tratarem de proteinas, as enzimas possuem
muitos grupos ionizaveis de forma que as variagcbes de pH podem alterar a sua
conformagédo, sua capacidade de unido com o substrato e a atividade catalitica dos
grupos que formam o centro ativo (WISEMAN, 1985).

A maioria das enzimas apresenta um pH caracteristico em que sua atividade é
maxima, acima ou abaixo desse pH, a atividade se reduz. Ainda que os perfis de
atividade em fungédo do pH de muitas enzimas tenham a forma de sino, eles podem
variar consideravelmente em forma (Figura 2.2). A inter-relacdo da atividade
enzimatica com o pH para qualquer enzima depende do comportamento acido-base da
enzima e do substrato, bem como de muitos outros fatores que sdo, em geral, dificeis
de analisar quantitativamente (LEHNINGER et al., 1995).

Pepsina

Tripsina

Atividade relativa

>

b
u
=
)
s

Papaina

| < : Colinesterase
lsubstrato = L\EIMU\\aru‘nl'.‘auudm

pH pH

Figura 2.2 - Perfis de atividade em func&o do pH para
alguma enzimas (LEHNINGER et al., 1995).

Este mesmo autor salienta que o pH 6timo de uma enzima ndo €
necessariamente idéntico ao pH de seu meio intracelular normal, que pode estar

situado na parte ascendente ou descendente do seu perfil de atividade em fungao do
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pH. Isso sugere que a inter-relacdo pH e atividade enzimatica pode ser um fator
intracelular da atividade da enzima.

A inativagcdo quimica pode se dar tanto pela diminuicao ou aumento do pH do
meio, até um ponto onde as enzimas forem inativadas. Algumas enzimas sdo mais
sensiveis as mudancgas de pH do que as mudangas de temperatura (SHAHIDI et al.,
1995). Extremos de pH podem também, assim como temperaturas elevadas, ter
efeitos negativos nas proteinas e peptideos. Muitas proteinas se desdobram a valores
de pH menores que 5 e maiores que 10 (KRISTINSSON e RASCO, 2000%).

2.6.2 Efeito da temperatura nas reacoes enzimaticas

Nas reagOes catalisadas por enzimas, da mesma forma que outras reagdes
quimicas, a velocidade aumenta ao aumentar a temperatura. A estabilidade da enzima
também ¢é influenciada pela temperatura (WISEMAN,1985). A temperatura é um dos
fatores mais estudados na reagdo enzimatica, e verifica-se que a temperatura da
reacao de hidrolise determina a atividade enzimatica, portanto, recomenda-se utilizar
temperaturas para maxima atividade das enzimas, ou utilizar um intervalo de
temperatura em que a estabilidade das enzimas e dos substratos ndo seja
comprometida (WHITAKER, 1994).

Ainda que as reagles catalisadas por enzimas parecam muitas vezes,
apresentar um 6étimo de temperatura (Figura 2.3) o pico desse grafico de atividade
catalitica contra a temperatura sugere por que as enzimas, sendo proteinas, sao
desnaturadas pelo calor, e se tornam inativas a medida que a temperatura é elevada
além de um certo ponto. O 6timo aparente de temperatura &, assim, resultante de dois
processos: (1) o aumento usual na velocidade de reagdo com a temperatura e (2) o
valor crescente de desnaturacédo térmica da enzima acima de uma temperatura critica
(LEHNINGER et al., 1995).
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Figura 2.3 - Efeito da temperatura na atividade de
uma enzima. (LEHNINGER et al., 1995).

2.6.3 Relacao enzima/substrato

A relagdo enzima/substrato € um fator importante na cinética de reagao e influi
também na recuperacao do produto. Normalmente utiliza-se uma relagdo que permite
uma velocidade de reagdo de ordem zero. A especificidade da enzima determina
principalmente a natureza do produto, podendo resultar fragées de diferentes pesos
moleculares e consecutivamente diferentes caracteristicas funcionais. A natureza e o
estado de desnaturagao das proteinas do substrato séo fatores determinantes na taxa
de conversdo da enzima influenciando na natureza do produto. Assim, podem resultar
em peptideos de diferentes tamanhos ou, até mesmo, aminoacidos livres em fungéo
da natureza e do estado do substrato (WHITAKER, 1994).

De acordo com FURLAN e OETTERER (2002), um aumento na relagdo
enzima/substrato resultara em uma diminuicdo do comprimento médio da cadeia de
peptideos na proteina hidrolisada. Consequentemente, resultando em um aumento no
valor de grau de hidrélise (GUERARD et al., 2002).

2.7 Propriedades Funcionais das Proteinas e dos Hidrolisados Protéicos

As propriedades funcionais das proteinas referem-se a qualquer propriedade
quimica, fisico-quimica ou fisica, que afete o processamento ou determine as fungdes
do produto final. As propriedades funcionais refletem a completa interagdo entre
composicao, estrutura, conformacdo e propriedades fisico-quimicas das proteinas,
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bem como a interagao destas com outros componentes do alimento, tais como lipideos,
carboidratos, sais, etc (FARFAN, 1990).

De acordo com SGARBIERI (1998), o termo “funcionalidade” tem sido aplicado
para se referir as propriedades nao-nutritivas que conferem aos alimentos maior
conveniéncia ao manuseio, melhor aparéncia na apresentacdo e melhor aceitacéo
pelo consumidor. Segundo este mesmo autor, a manifestacao de funcionalidade, por
certos componentes dos alimentos, ird depender das seguintes propriedades:

e Propriedades de hidratacdo. Dependentes das interacbes com a agua como
solubilidade, dispersibilidade, adsorg¢ao e retengdo de agua, suculéncia.

e Propriedades dependentes da interacdo entre macromoléculas e entre
macromoléculas e a agua: geleificacdo, textura, formacdo de estruturas
viscoelasticas.

e Propriedades de superficie. Dependentes da formagao de peliculas bipolares
na interface entre duas fases imisciveis como as propriedades emulsificantes e
espumantes.

e Propriedades que dependem do tamanho e da forma das moléculas ou de
particulas em suspensdo como viscosidade, sensacdo tatil, modificada em
funcao da transformagéo de material s6lido em microparticulas.

A maior parte dos ingredientes protéicos disponiveis para fins industriais séo
misturas de proteinas que contém quantidades apreciaveis de carboidratos, lipideos,
sais minerais, polifendis e etc. Ainda que preparados protéicos possuam menor
quantidade de constituintes ndo protéicos, estes podem ter sido submetidos a
processos de purificacdo que possam ter afetado tanto a sua estrutura inicial como a
sua funcionalidade (FENNEMA,1993).

Certas propriedades funcionais de hidrolisados protéicos exercem um papel
predominante no sentido em que irao determinar as caracteristicas principais do
produto final, definindo seu uso. Logo, o tipo e a forma da proteina a ser utilizada
como ponto de partida do hidrolisado protéico, assim como o grau de hidrélise
aplicado, devem ser controlados em fungéo das principais propriedades funcionais que
se deseja explorar (FURTADO et al., 2001).

Segundo PANYAM e KILARA (1996), citados por ROMAN e SGARBIERI
(2005), a hidrélise enzimatica da proteina resulta em: a) diminuigdo do peso molecular,
b) aumento do niUmero de grupos ionizaveis, c) exposi¢cao de grupos hidrofébicos que

estavam protegidos na estrutura original da proteina.
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Para ter utilidade e sucesso na aplicacdo de alimentos, a adicao de proteinas
para prover aminodcidos essenciais, devem idealmente possuir varias caracteristicas
desejaveis referentes as propriedades funcionais, tais como, solubilidade sob
diferentes condi¢des, emulsificagdo, capacidade de formacéo de espuma, capacidade
de retencao de agua, flavor ligante de sabor, texturabilidade e etc (WANG e KISELLA,
1976).

As propriedades funcionais das proteinas hidrolisadas dependem do grau de
extensdo da hidrélise e também sao influenciadas pela especificidade da enzima
proteolitica usada, pela natureza fisica e quimica da proteina intacta e pelas condi¢des
de hidrélise (MAHMOUD, 1994).

2.7.1 Propriedades funcionais hidrofilicas

2.7.1.1 Solubilidade

A solubilidade é provavelmente a propriedade funcional mais importante das
proteinas e dos hidrolisados protéicos. Muitas das outras propriedades funcionais,
como emulsificacdo e espuma, sédo afetadas pela solubilidade e, portanto, € um
excelente indicador da funcionalidade do hidrolisado protéico, do seu potencial e
limitagao de aplicagdo (MAHMOUD, 1994).

O comportamento das proteinas em relagdo a solubilidade é muito diverso e
depende do numero de grupo polares e apolares e de sua localizagdo na molécula.
Em geral, as proteinas sdo sollveis em solventes fortemente polares, como por
exemplo, agua, glicerol, acido férmico e em solventes menos polares, como por
exemplo, o etanol. A solubilidade em agua depende do pH e da presenga de sais
(BELITZ e GROSCH, 1997).

BELITZ e GROSCH (1997), ressaltam ainda, que alguns fatores que afetam a
solubilidade das proteinas além do pH s&o: distribuicdo de cargas, forga ibnica ou
concentragao de sais, temperatura e natureza do solvente. O pH afeta a densidade e a
distribuicdo das cargas na molécula da proteina de tal forma que no pH do ponto
isoelétrico (pl), a proteina apresentara um minimo de solubilidade, devido ao nimero
de cargas positivas e negativas ser igual, portanto, elas se neutralizam intra-
molecularmente. Nestas condigbes, as moléculas de proteina apresentam menor
afinidade pela agua, atraindo-se mutuamente a formando uma massa insolavel que

precipita. De acordo com este mesmo autor, a temperatura aumenta a solubilidade das
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proteinas até o ponto em que comega a ocorrer a desnaturacdo térmica. A
desnaturagao da molécula da proteina coloca grupos hidrofébicos em contanto com o
solvente, ocasionando diminuigdo de solubilidade, podendo haver coagulagdo e
precipitagdo. Temperaturas acima de 50°C podem provocar desnaturagdo e
diminui¢ao de solubilidade nas proteinas.

As interagdes hidrofébicas promovem interagdes proteina-proteina e resultam
na diminuicado da solubilidade, enquanto que interagdes iGnicas promovem interagdes
proteina-dgua e resultam num aumento da solubilidade. Residuos idnicos na
superficie dos peptideos e proteinas introduzem repulsdo eletrostatica entre as
moléculas de proteina e repulsdo entre as moléculas hidratadas ao redor dos grupos
ibnicos, ambos grandes contribuintes para o aumento da solubilidade das proteinas
(MORR, 1995).

A melhor solubilidade de um hidrolisado é devido ao tamanho menor de suas
moléculas, comparada com a proteina intacta, e aos grupos amino e carboxila
ionizaveis dos aminodcidos recém expostos, que aumentam a hidrofilicidade do
hidrolisado. Embora o aumento da solubilidade tenha uma relagdo positiva com a
extensdo da hidrélise, precisa-se cuidar para que o hidrolisado nado seja
extensivamente hidrolisado (MULLALLY et al. 1995).

2.7.1.2 Capacidade de retencao de agua (CRA)

A agua presente nos tecidos dos animais é encontrada na forma ligada,
imobilizada e livre. A capacidade de retencdo de agua (CRA) é uma propriedade de
importancia fundamental em termos de qualidade, tanto na carne destinada ao
consumo direto, como para a carne destinada a industrializagdo. A capacidade de
retencdo de agua é definida como a capacidade da carne em reter sua umidade ou
agua durante a aplicagéo de forgas externas, como corte, aquecimento, trituragao e
prensagem. Durante uma aplicagdo suave de qualquer um desses tratamentos, ha
uma certa perda de umidade, devido a uma parte da agua presente na carne e
encontrar-se na forma livre (SOUZA, 2005).

A capacidade de retencdo de agua da carne é de grande importancia nos
processos tecnolégicos, e depende do pH e do meio ibnico. A carga total de uma
proteina e, em conseqliéncia suas alteragbes eletrostaticas, alcangam sua maior
intensidade no ponto isoelétrico. A capacidade de retengdo de agua da carne é
minima em um intervalo de pH de 5-5,5. A adi¢do de sais provoca como conseqliéncia
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a formacado preferentemente de enlaces anidnicos, um deslocamento do ponto
isoelétrico e um minimo de embibicdo ocorre em valores inferiores de pH. Isso
significa uma maior capacidade de retencdo e agua em presenga de sais a qualquer
pH superior ao ponto isoelétrico da carne sem salgar (BELITZ e GROSCH, 1997).

A capacidade de retencdo de agua envolve uma interagao entre a proteina ou
alimentos protéicos com a agua. A maior ou menor afinidade da proteina com a agua
esta relacionada com outras propriedades funcionais como a textura, viscosidade,
geleificacao e emulsificacdo (SGARBIERI, 1998).

Segundo KRISTINSSON e RASCO (2000%) as propriedades funcionais das
proteinas em um sistema alimenticio, de certa forma dependem da interagéo proteina-
agua dependendo do resultado final de como e quanto as proteinas ligam e mantém
agua no sistema. Este mesmo autor relata, por exemplo, que hidrolisados protéicos de
pescado possuem excelente capacidade de retencao de agua, sendo adequados para
certas formulagdes de alimentos.

2.7.2 Propriedades de superficie

2.7.2.1 Capacidade emulsificante (CE)

As emulsdes sao sistemas dispersos de dois ou mais liquidos imisciveis entre
si. Sua estabilizagdo ocorre com emulsionantes, compostos que formam interfaces
limitantes evitando assim a coalescéncia da fase dispersa. Para que uma proteina seja
adequada como emulsionante depende da velocidade com que ela se difunde na
interface, de sua adsorbabilidade e da deformabilidade da sua conformacao devido a
influéncia da tensao superficial (desnaturagéo da superficie). A velocidade de difusao
depende da temperatura e do peso molecular, que por sua vez influenciam o pH e a
forgca idnica. A adsorbabilidade depende da extensdo dos grupos hidrofébicos e
hidrofilicos e por tanto do perfil de aminoéacidos, assim como do pH, da forga idnica e
da temperatura (BELITZ e GROSCH, 1997).

A propriedade de emulsifica¢cdo da proteina hidrolisada sera melhorada através
do cuidadoso controle da extensdo da hidrélise, pois uma hidrélise extensa pode
resultar em drastica perda da mesma. Embora os peptideos menores sejam mais
estaveis e se difundam mais rapidamente na interface, eles sdo menos eficientes em
reduzir a tensao interfacial, pois eles ndo conseguem se desdobrar ou reorientar-se na

interface, como as proteinas de alto peso molecular (TURGEON et al., 1991).
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QUAGLIA e ORBAN (1990) estudaram os efeitos das propriedades de
emulsificagdo em hidrolisados protéicos de pescado, e observaram que havia uma
relagdo com a porcentagem do grau de hidrolise, onde constataram que a hidrélise
enzimatica possui uma influéncia negativa na capacidade de formar uma emulsao
estavel, a medida que o grau de hidrélise aumenta. Hidrolisados com diferentes
distribuicées de pesos moleculares demonstraram que um conteddo maior de fragoes
protéicas de alto peso molecular desempenha um papel importante no que diz respeito
a estabilizagdo da emulsdo. Hidrolisados com baixo grau de hidrélise possuem uma
hidrofobicidade de superficie maior demonstrando serem melhores emulsificantes
comerciais.

A capacidade de emulsificagdo de um hidrolisado é normalmente definida
como o volume de 6leo (mL) que possa a ser emulsionado pelo hidrolisado protéico (g),
antes que ocorra inversao da fase ou colapso da emulsdo (KRISTINSSON e RASCO,
2000%).

As propriedades emulsionantes ideais para uma emulsdo 6leo/agua seriam de
uma proteina com peso molecular relativamente baixo, com uma composicao
equilibrada de aminoacidos terminais carregados, uma boa solubilidade em agua, uma
hidrofobicidade de superficie ampla e uma conformagao relativamente estavel (BELITZ
e GROSCH, 1997).

2.7.2.2 Capacidade de retencao de éleo (CRO)

Para a determinacdo da capacidade de retencdo de 6leo os hidrolisados sdo
misturados a uma quantidade especifica de 6leo por um determinado tempo e entédo
centrifugados a uma baixa velocidade e a CRO é expressa em mg de 6leo que sao
absorvidos por g de hidrolisado (SHAHIDI et al., 1995). O mecanismo de retencao de
absorcao de 6leo, como calculado por este método, é atribuido predominantemente
pela ligacao fisica do 6leo, e consequentemente quanto maior a densidade da proteina,
maior a absorgdo de 6leo, estando relacionado com a hidrofobicidade da superficie
protéica (KRISTINSSON e RASCO, 2000%).

2.7.2.3 Capacidade de formacao e estabilizacdo de espuma

As proteinas atuam em distintos alimentos como formadoras e estabilizadoras

de espuma, por exemplo em produtos de panificagdo, doces e cervejas. As espumas
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sao dispersdes de gases em liquido. As proteinas se estabilizam formando peliculas
flexiveis, coesivas ao redor das bolhas de gas. Durante a agitagédo, as proteinas se
adsorvem em uma interface devido aos seus dominios hidrofébicos, no que vao se
unindo em um aglomerado parcial. A redugéo da tensdo superficial condicionada pela
adsorcao de proteinas facilita a formagao de novas interfaces e de mais bolhas de gas.
As proteinas aglomeradas se associam formando uma pelicula estavel (BELITZ e
GROSCH, 1997).

A qualidade espumante de uma proteina deve ser estudada quanto ao volume
de espuma formado sob certas condi¢des, a estabilidade e a densidade da espuma
(SGARBIERI, 1998). A capacidade de uma proteina para formar espuma é maior
quanto mais rapido é difundida para as interfaces e quanto mais facilmente se
desnatura. Por sua vez, isto depende do peso molecular, da hidrofobicidade das
superficies e da estabilidade da conformagao (BELITZ e GROSCH, 1997).

A capacidade de formagéo de espuma é medida pelo aumento do volume de
uma dispersdo de proteina como resultado da incorporagcdo de ar por batimento,
agitagdo ou aeragao. Proteinas ideais para formacao de espuma tém a propriedade de
formar membranas extensiveis em torno das bolhas de ar passando por certo grau de
desnaturagdo que parece ser critico para a estabilizagdo das espumas e de sua
estrutura tridimensional (SGARBIERI, 1998).

2.8 Digestibilidade in vitro

Segundo SGARBIERI (1996) a digestibilidade da proteina deve ser entendida
como sendo a parte ou porgdo da proteina que pode ser hidrolisada pelas enzimas
digestivas até aminoacidos e que, portanto, estaria disponivel biologicamente, desde
que ndo houvesse nenhuma interferéncia na absorgcdo dos aminoacidos pelo
organismo humano. In vitro, a disgetibilidade de uma proteina é estimada usando-se
enzimas proteoliticas que agem normalmente na digestdo procurando-se imitar,
inclusive, as condigbes de acidez ou de pH, caracteristicas do estomago e do intestino
onde a digestdo das proteinas se processa. De acordo com ABDUL-HAMID et al.
(2002), geralmente, um sistema multi-enzimatico é usado para determinacdo da
digestibilidade da proteina, com o objetivo de reduzir efeitos causados por um
especifico inibidor enzimatico, o que gera uma melhor aproximagao da digestibilidade
da proteina.
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A digestibilidade da proteina é um fator importante na determinacao do valor
nutritivo de uma proteina. E avaliada pelo quociente do nitrogénio absorvido pelo
nitrogénio ingerido com a dieta, expresso em porcentagem (SGARBIERI, 1996).

2.9 Secagem de Alimentos

A secagem pode ser definida como um processo de remogéao de liquido de um
solido, através da evaporacdo. Quando o calor necessario para evaporar a agua é
fornecido ao material, ocorrem transferéncias simultneas de calor (para evaporar o
liquido) e de massa, na forma de liquido ou de vapor dentro do sélido e na forma de
vapor a partir da superficie (FOUST et al, 1980).

A secagem tem por finalidade a redugao da umidade de um produto a um nivel
desejado. A secagem de materiais sélidos e alimenticios, particulados ou ndo pode ser
efetuada industrialmente em uma grande variedade de equipamentos e dentre eles
podemos destacar os secadores rotativos, de leito deslizante, de leito de jorro e
secadores de bandeja. A escolha da técnica de secagem para uma determinada tarefa
depende de fatores que estdo associados as caracteristicas do préprio material e as
propriedades de produgao requeridas para o produto final (PERRY e GREEN, 1984).

Na secagem de alimentos os secadores mais selecionados s&do com ventilagao
de ar forgado. O processo é conhecido como secagem por convecgao, recomendada
na secagem de alimentos com alto conteldo de umidade considerada uma técnica
convencional de conservagcao de alimentos, usada em muitos paises. O processo
especialmente conveniente por sua simplicidade, o que permite determinar as
condigbes otimas para o desempenho de secagem, nos mais diversos alimentos
(TELLO-PANDURQO et al, 2004, KONISHI e KOBAYASHI, 2003, VEGA-MERCADO et
al, 2001).

Durante a secagem, a agua interna migra para a superficie externa por meio de
muitos mecanismos como difusdo, capilaridade, sucessbes de evaporacao-
condensagéao e outros. Estes mecanismos dependem da estrutura interna do material,
do comportamento do produto durante a secagem e do tipo de ligagdo que une a 4gua
com o sélido (LIM et al, 2004).

2.9.1 Curvas de secagem

Na secagem de um sélido Umido, mediante um gas a uma temperatura e a

uma umidade fixas, manifesta-se um certo tipo de comportamento. De acordo com
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GEANKOPLIS (1993), os dados obtidos durante o processo de secagem permitem
graficar o conteudo de umidade do material em fungao do tempo. O grafico de teor de
umidade (X) contra o tempo (Fig. 2.4) é a forma que geralmente deve-se obter com os
dados de ensaios de secagem. A Figura 2.5, que é o grafico de velocidade de
secagem em fungédo do teor de umidade, é muito mais descritivo do processo de
secagem. E o grafico que se obtém derivando os dados da Figura. 2.4; tem
consideravel flutuacdo de resultados e, por isso, razoavel incerteza (FOUST et al,
1980).
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Figura 2.4 - Curva de secagem tipica em condicdes constantes de secagem, teor de
umidade livre em funcao do tempo (FOUST et al, 1980).
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Figura 2.5 - Curva de taxa de secagem tipica em condi¢gdes constantes de secagem,
taxa (velocidade) de secagem em funcao do teor de umidade (FOUST et al, 1980).
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O processo de secagem de um produto, sob condicdes constantes de
temperatura, umidade relativa e velocidade do ar, pode ser dividido em um periodo de
taxa constante e um periodo de taxa decrescente (VILLELA & SILVA, 1992). Estas
curvas tipicas de secagem estdo relacionadas aos mecanismos de realizagdo da
secagem. O periodo de secagem representado pelo segmento AB das curvas da Fig.
2.4 e da Fig. 2.5 é o periodo em regime nao permanente, durante o qual a temperatura
do solido atinge o seu valor de regime permanente. Embora a forma que esté na figura
seja tipica, é possivel obter qualquer outra forma, e AB pode ocorrer com uma
velocidade crescente, conforme se mostra, ou com uma velocidade decrescente.

Durante o periodo de taxa constante (segmento BC das curvas de secagem
das Figuras 2.4 e 2.5), toda a superficie exposta do solido estd saturada de agua. A
secagem ocorre como se fosse a evaporagdao de uma massa de liquido, sem haver
influencia direta do solido na taxa de secagem (FOUST et al., 1980; GEANKOPLIS,
1993). Esse periodo ocorre até o0 momento em que o conteddo de umidade do sélido
atinge o valor Xc (umidade critica) em que o fluxo de agua que migra do interior do
solido € menor que a agua superficial evaporada surgindo entao regides secas sobre a
superficie, dando origem ao inicio da taxa decrescente (TREYBAL, 1981).

O periodo de secagem, entre os pontos C e D da Fig. 2.5, denominado “o
primeiro periodo de taxa decrescente”, a superficie fica paulatinamente mais pobre em
liquido, pois a velocidade do movimento para a superficie € menor que a velocidade
com que a massa € transferida da superficie. No ponto D ndo ha, na superficie,
qualquer area significativamente saturada no liquido. Nos teores de umidade mais
baixos que os do ponto D da Figura 2.5 toda evaporagao ocorre a partir do interior do
solido. A medida que o teor de umidade continua a cair, a distancia a ser coberta na
difusdo do calor e da massa aumenta até que, em X¢', o teor de umidade de equilibrio
cessa a secagem. O teor de umidade de equilibrio é atingido quando a pressao de
vapor sobre o sélido é igual a pressao parcial de vapor no gas secante afluente. Este
periodo é denominado o “segundo periodo de taxa decrescente” (FOUST et al., 1980;
GEANKOPLIS, 1993; PERRY e GREEN, 1984).

2.9.2 Teoria da difusao liquida
Nesta teoria a difusdo de umidade liquida ocorre quando ha uma diferenga de

concentragao entre o interior do sélido e a superficie. Este método de transporte de

umidade é usualmente encontrado em sélidos ndo-porosos onde solugbes de uma
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Unica fase sao formadas com a umidade, como em massa, sabao, gelatina e cola. Na
secagem de muitos produtos alimenticios, o0 movimento da agua no periodo de taxa
decrescente ocorre por difusdo (GEANKOPLIS, 1993).

Uma importante correlagdo na secagem de alimentos é a lei exponencial
descrita por BALA e WOODS (1991), que apresenta uma solugdo analitica para os
modelos da cinética de secagem que estuda a difusividade na secagem de alimentos.
A lei exponencial estabelece que a taxa de secagem é proporcional ao contetdo de
umidade conforme a Equagéo 2.1:

dX =-K (X —Xe) Equacéo (2.1)
dt
Onde: X é o contetido de umidade; Xe é o contelido de umidade de equilibrio e K é a
constante de secagem.

Quando a difusdo liquida da umidade controla a taxa de secagem no periodo
de taxa decrescente, a segunda lei de Fick para difusdo em regime transiente pode ser
escrita conforme a Equagéo 2.2 descrita por GEANKOPLIS (1993):

X  9°X

—= Equacéo (2.2)
ot

Onde: D= coeficiente de difusdo do liquido; x = distancia no sélido e t = tempo.

Uma maior dificuldade em analisar dados de secagem por difusdo é que a
distribuicdo de umidade inicial ndo é uniforme através do sélido no inicio se um
periodo de secagem a taxa constante precede o periodo a taxa decrescente. Durante
a secagem por difusdo, a resisténcia a transferéncia de massa de vapor d’agua da
superficie é usualmente muito pequena, e a difusdo no sélido controla a taxa de
secagem. Entdo o conteldo de umidade na superficie estd no valor de equilibrio (Xj).
Isto significa que o conteldo de umidade livre (X), na superficie & essencialmente zero.
Integrando a Equacéo 2.3:

X=X @( e’[’”’(”’“')z]) Equacéo (2.3)

X,-X, x°

sendo K= D,.(n/2x,)? e substituindo na equagao anterior
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X-X j(e_m)

= e > Equacéo (2.4)
X, - X

3

onde: X = conteldo de umidade livre no sélido para t; X, = umidade de equilibrio, onde

Xe#0 em t=0; X, = umidade total do solido emt = 0 e t = tempo de secagem do sdélido.

2.10 Aplica¢oes dos Hidrolisados Protéicos

As proteinas representam uma importante classe de ingredientes funcionais
por que elas possuem uma gama de dinamicas propriedades funcionais, apresentam
versatilidade durante o processamento e podem formar redes e estruturas. Elas
também proporcionam aminoacidos essenciais, cumprindo ambos o0s requerimentos
funcionais e nutricionais (LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN, 1999).

Os hidrolisados protéicos possuem varias propriedades funcionais que os
tornam atraentes, tanto como fonte de proteina para nutricdo humana como em
produtos para uso médico especial e em produtos para consumo de uso mais geral.
As propriedades dos hidrolisados, combinadas com a recente evolugéo tecnoldgica de
proteina hidrolisada tornou possivel a obtengdo de um hidrolisado protéico de alto
paladar. Os hidrolisados protéicos possuem um alto potencial de aplicagdo em sucos
e outras bebidas enriquecidas com proteina (FROKJAER, 1994) e sdo geralmente
utilizados para modificar propriedades funcionais de alimentos e em alimentos
dietéticos, como fonte de pequenos peptideos e aminoacidos (FURLAN e OETTERER,
2002).

A aplicagéo de hidrolisados protéicos varia em fungao da distribuicao do peso
molecular dos peptideos. Assim, peptideos com pesos moleculares entre 5 e 20kDa
sao utilizados geralmente como fontes de nitrogénio, em alimentos para fins especiais
e suplementos alimentares para adultos. Ja peptideos com pesos moleculares
menores que 5kDa sdo oriundos de proteinas altamente hidrolisada sendo
frequentemente utilizados em formulagdes hipoalergénicas (NEVES et al., 2004).

LEE et. al (2001) ressaltaram que a proteina hidrolisada é comumente utilizada
na produgéo de alimentos, tais como realgador de sabor proteina vegetal hidrolisada,
para dietas hospitalares de pacientes e proteina para controle de peso em dietas.
HALE (1972) destacou que a proteina hidrolisada de pescado encontra maior
aplicagcdo em misturas para sopas secas, caldos ou molhos. Com modificagcdo no
flavor estes hidrolisados poderiam satisfazer a necessidade de proteina sollvel
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concentrada para fortificacdo de bebidas. Também encontrariam aplicacdo em
saborosas bolachas, sanduiches e macarrdes.

Recentemente o interesse no uso de proteina hidrolisada de pescado para o
consumo humano tem aumentado. YU e TAN (1990) citados por ABDUL-HAMID et al.
(2001), concluiram que bolacha de pescado, contendo proteina hidrolisada de tilapia
negra (Oreochromis mossambicus), era aceitavel em termos de aparéncia, textura e
cor. LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999) enfatizaram que a proteina hidrolisada
de pescado poderia também ser considerada como uma fonte alternativa de
ingredientes protéicos utilizada na industria de alimentos.

FONKWE e SINGH (1996) relataram em seu estudo que o hidrolisado obtido
de residuos de carne de peru mecanicamente separada, por apresentar uma
excelente solubilidade em dgua em uma larga faixa de pH, encontraria aplicagédo em
uma série de produtos, tais como, alimentos para dieta, bebidas com alto contetdo de
proteinas, comida hipoalergénica para bebés, etc., mercado que na atualidade é
dominado por hidrolisados de caseina e de soja. De acordo com LAHL e BRAUN
(1994) a caseina, a proteina do soro e a proteina de soja sao geralmente mais usadas
em produtos nutricionais contendo proteina hidrolisada.

Segundo GUERARD et al. (2002), os peptideos obtidos da hidrélise enzimatica
de residuos de atum poderiam ser usados em uma variedade de aplica¢ées incluindo

a pesquisa de peptideos biologicamente ativos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Matéria-prima

As matérias-primas utilizadas para a obtengdo dos hidrolisados protéicos
foram coxa de frango e peito de frango sem pele e sem 0sso, obtidos do comércio
local da cidade do Rio Grande (RS). A coxa de frango foi desossada manualmente e
retirada sua pele. A carne dos diferentes cortes foi triturada em um processador
homogeneizador (Walita Mega Master Plus) e acondicionada em sacos plasticos, e

estocada em freezer comum a -182C.

3.1.2 Enzimas

As enzimas utilizadas para a obtengdo dos hidrolisados protéicos foram a
Alcalase 2.4L e a Flavourzyme 1000L MG obtidas da empresa Novozymes Latino
Americana. A Alcalase 2.4L é uma endoprotease de Bacillus licheniformis, sendo a
subtilisina Carlsberg seu maior componente enzimatico, possuindo uma atividade
especifica declarada de 2.4 Unidades Anson (UA) por grama. Uma UA é a quantidade
de enzima que sob condi¢des padrao digere a hemoglobina em uma taxa inicial que
produz uma quantia de produto sollvel em acido tricloroacético que gera a mesma cor
com reagente de Folin correspondente a um miliequivalente de tirosina liberado por
minuto. A Flavourzyme 1000L MG é uma exopeditase e endoprotease complexa com
atividade de 1LAPU/g. Um LAPU (Unidade de leucina aminopeptidase) é a quantidade

de enzima que hidrolisa 1pmol de leucina-p-nitroanilida por minuto.

3.1.3 Reagentes quimicos

Os reagentes quimicos utilizados no processamento assim como nas analises

quimicas possuiram qualidade P. A.
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3.1.4 Infra-estrutura

O processo tecnoldgico foi desenvolvido nos laboratérios de Tecnologia de Alimentos,
Bioguimica Tecnolégica e Operagbes Unitarias, localizados no Campus Cidade da
Fundagéao Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

3.2. Métodos

3.2.1 Determinacoes fisico-quimicas

3.2.1.1 Composicéao proximal

A carne de frango e os hidrolisados protéicos obtidos tiveram sua composi¢éo
proximal determinada de acordo com a metodologia recomendada pela AOAC
(1995):

¢ Proteina: utilizando o método de Kjeldahl (N x 6,25);
e Lipidios: método gravimétrico de extracdo a quente de lipidios utilizando
extrator de Soxhlet;
¢ Cinzas: método gravimétrico em mufla (550-600 °C);
¢ Umidade: método gravimétrico em estufa (105 °C).
Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata.

3.2.1.2 Determinacoes fisicas

A determinagdo do pH da matéria-prima, das solugbes tampéo e dos
hidrolisados foram realizados utilizando-se um potencidmetro de bancada digital
(Analion-PM608), sedo que para a determinagdo do pH da matéria-prima,

homogeneizou-se uma amostra de carne com agua destilada na proporgao de 1:1.
3.2.2 Processo de obtencao do hidrolisado protéico de carne de frango
Através da Figura 3.1 pode-se observar o fluxograma do processo para

obtencao e caracterizagdo dos hidrolisados protéicos de carne de frango utilizando

enzimas proteoliticas.
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Came de frango
coxa/peito

[ Ajuste do pH ]7 Homogeneizagéo —[ % de proteina J
Hidrolise s .
[ ControledaT J— Enzimatica «—[ Adigao da Enzima J
[ Acido tricloacético Inativagao P
(TCA) |6,25% | ” | Enzimatica '—{ 85°C — 15 min ]

[ Medida do GH ]

Desidratagao

Hidrolisado Protéico
de Came de Frango

Propriedades Funcionais
e Nutricionais

Figura 3.1: Fluxograma experimental da obtencéo e caracterizagao do H.P.C.F
(hidrolisado protéico de carne de frango).
3.2.2.1 Carne de frango

A carne de frango foi descongelada a temperatura ambiente (20-25°C) e
pesada conforme a quantidade necessaria para cada ensaio.

3.2.2.2 Homogeneizacao

A carne de frango foi homogeneizada em liquidificador doméstico (Walita Twist)
com solugédo tampao de Mcllvaine 0.1M (fosfato-citrato) durante 1 minuto para ajustar
e fixar o pH na faixa 6tima de atividade enzimatica.

3.2.2.3 Hidrolise enzimatica

A reacdo enzimatica foi a hidrélise das proteinas da carne de frango. As
enzimas foram adicionadas ao meio variando a sua quantidade em relagdo a massa

total de proteinas de 4 a 8% (p/p)[enzima/proteina], em diferentes concentracbes de
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substrato que variaram de 5 a 10% (p/v) [proteina (por Kjeldahl)/volume total de
suspenséo]. O volume do homogeneizado foi de 100 mL para o estudo do grau de
hidrolise e 1000 mL para a obtencdo dos hidrolisados. As reagdes enzimaticas
ocorreram nas condi¢des 6timas de pH e temperatura para méxima atividade de cada
enzima de acordo com a literatura (DAUKSAS et al., 2005; CLAVER e ZHOU, 2004;
GBOGOURI et al., 2004; SLYZYTE et al., 2004; CANDIDO e SGARBIERI, 2003;
FURLAN e OETTERER, 2002; KILCAWLEY et al., 2002; ABDUL e HAMID, 2001;
SMYTH e FITZGERALD, 1998). As reagbes enzimaticas foram executadas em um
reator de vidro de parede dupla conectado a um banho termostatizado (Quimis® ,
modelo 214), mantendo a temperatura fixa em 50 e 55°C para as rea¢des com as
enzimas Flavourzyme e Alcalase, respectivamente. O pH foi fixado no valor de 7 para
enzima Flavourzyme e de 7,5 para a enzima Alcalase. A agitacdo foi mantida
constante em 200 rpm para reagdes enzimaticas de 100 mL e 600 rpm para reag¢des
enziméticas de 1000 mL, utilizando um agitador eixo-hélice (Quimis®, modelo Q-215).
O tempo de reagao variou de 60 a 120 minutos.

3.2.2.4 Inativagao enzimatica

A inativacdo enzimatica ocorreu de duas maneiras, com acido tricloroacético
(TCA) para posterior medida do grau de hidrélise e termicamente para a obtengéo do
produto final. A inativagé@o térmica ocorreu a 85°C durante 15 minutos de acordo com a
literatura (HOYLE e MERRITT, 1994; HRCKOVA et al., 2002; LICEAGA-GESUALDO e
LI-CHAN, 1999). Através da Figura 3.2 podemos observar o sistema utilizados de
hidrélise enzimatica, incluindo dois banhos termostatizados, um para manter a

temperatura de reagao e outro para inativagao térmica.

|
|
|

J—wa|
: ‘ | |
1 Water Bath
|

Yoms

=

Figura 3.2 — Sistema utilizado para hidrélise enzimatica.
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3.2.2.5 Desidratacao

A desidratacdo foi realizada com a secagem dos hidrolisados em secador de
bandejas a 60°C até umidade comercial aproximada de 10%, segundo a legislagao
para produtos do tipo “P6s para preparo de alimentos”.

3.2.2.6 Hidrolisado protéico de carne de frango (HPCF)

O produto final obtido (HPCF) apés secagem foi acondicionado em recipientes

herméticos e armazenado em temperatura de refrigeragéo.

3.2.2.7 Propriedades funcionais e nutricionais

Os HPCF foram avaliados segundo as suas propriedades funcionais de
solubilidade, capacidade emulsificante, capacidade de formacdo de espuma,
capacidade de retencdo de agua e 0Oleo, e o valor nutricional de acordo com sua
digestibilidade.

3.2.3 Grau de hidrolise

O grau de hidrélise (GH) foi determinado segundo o método descrito por
PEZOA e MELLADO (1979). Transcorrido o tempo de hidrélise, aliquotas de 1 mL dos
hidrolisados foram tomadas, inativando a seguir a reacdo com 9mL de uma solucao de
TCA 6,25% e apos filtragdo, o teor de proteinas sollveis no filtrado foi determinado
utilizando o método de Folin-Lowry descrito por PLUMMER (1978) e expresso em mg
de albumina (de acordo com a curva padrdo: Y = 2,47*X; X em mg albumina/mL). O
grau de hidrélise (%GH) foi determinado como a porcentagem de proteinas sollveis
em relagdo a quantidade de proteina inicial total, o qual foi calculado segundo a
Equacéo 3.1:

%GH = Proteina soltuvel em TCA 6,25% x 100 (Equacgéo 3.1)
Proteina total na amostra

3.2.4 Planejamento experimental

Com a finalidade de avaliar a influéncia da variacdo da concentragdo de
substrato, da concentragcdo de enzima e do tempo no processo de hidrélise das
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proteinas da carne de frango, realizou-se um planejamento fatorial completo 2%, com
trés repeticbes no ponto central e seis pontos axiais, considerando como variavel
dependente o grau de hidrélise das proteinas. A Tabela 3.1 apresenta a matriz do
planejamento com os niveis codificados e reais para cada varidvel independente
estudada.

Tabela 3.1 - Matriz do planejamento fatorial completo 2° para hidrélise enzimatica das
proteinas da carne de frango (a = 1,68).

ensaios [S] (Yop/v) [E] (%p/p) t (min)
1 -1 (5) -1 (4) -1 (60)
2 1 (10) -1 (4) -1 (60)
3 -1 (5) 1 (8) -1 (60)
4 1 (10) 1 (8) -1 (60)
5 -1 (5) -1 (4) 1 (120)
6 1 (10) -1 (4) 1 (120)
7 -1 (5) 1 (8) 1 (120)
8 1 (10) 1 (8) 1 (120)
9 -1,68 (3,3) 0 (6) 0 (90)
10 1,68 (11,7) 0 (6) 0 (90)
11 0 (7,5) -1,68 (2,9) 0 (90)
12 0 (7,5 1,68 (9,1) 0 (90)
13 0 (7,5 0 (6) -1,68 (39,6)
14 0 (7,5) 0 (6) 1,68 (140,4)
15 0 (7,5 0 (6) 0 (90)
16 0 (7,5) 0 (6) 0 (90)
17 0 (7,5) 0 (6) 0 (90)

O planejamento experimental apresentado na Tabela 3.1 foi realizado para as
hidrélises das enzimas Alcalase e Flavourzyme sobre peito e coxa de frango
separadamente, ou seja, quatro vezes, totalizando 68 ensaios. A influéncia da
concentracao de substrato, da concentracdo de enzima e do tempo sobre o grau de
hidrélise foi avaliada estatisticamente submetendo os resultados obtidos a andlise de
efeitos e verificagdo dos modelos empiricos através dos coeficientes de regresséo e
andlise de variancia (ANOVA) utilizando o programa Statistica versao 6.0 for Windows.

Os niveis estudados para as variaveis independentes do planejamento
experimental utilizado para a obtengdo dos hidrolisados enzimaticos de carne de
frango foram baseadas em condigdes trabalhadas por diferentes pesquisadores
(CENTENARO, 2007; SANTOS, 2006; NILSANG et al., 2005; ROMAN e SGARBIERI,
2005; DINIZ e MARTIN, 1997).
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3.2.5 Secagem dos hidrolisados

Os hidrolisados protéicos de carne de frango de maior e menor grau de
hidrélise obtidos de acordo com o planejamento fatorial, com ambas as enzimas e
substratos, num total de 8 hidrolisados, foram selecionados para a avaliagdo de suas
propriedades funcionais e nutricionais. Inicialmente foram levantadas curvas de
secagem para estudar o comportamento de secagem dos diferentes hidrolisados.
Estes hidrolisados foram submetidos a um processo de secagem em um secador de
bandejas com escoamento de ar paralelo a uma temperatura de 60°C. No processo de
secagem utilizaram-se placas de petri com uma 4area superficial de 0,017 m? e com

uma camada de amostra correspondente a 5 mm de espessura.

3.2.5.1 Metodologia aplicada no tratamento dos resultados experimentais

I) Primeiramente, determinou-se os valores de umidade de cada amostra. Para tal,
aplicou-se a Equacao 3.2 aos dados obtidos para as amostras secas em estufa 105°C:

U = [(M amostra umida — M amostra seca)/ (M amostra amida)] X 100 (Equacao 3.2)

Onde: U = umidade da amostra (%); M= massa (g).

Il) Apos, estimou-se a massa de agua presente na amostra em analise pela Equagéao
3.3:
M 20 = M iotai da amostra - U (Equacao 3.3)

Onde: U = fragédo de umidade determinada para a amostra; M = massa (g).

Ill) Conhecendo as massas de amostra e de agua, por diferenca, estimou-se a massa
de solido seco (M), para a amostra analisada conforme Equagéao 3.4:
Mss = Mtotal de amostra — M H20 (EqanéO 3-4)

IV) A massa de sélido foi subtraida de cada valor de amostra (g), obtido por pesagem
durante o processo de secagem. Assim, se obteve as massas de agua contidas na

amostra em cada ponto tomado de acordo com a Equagéo 3.5:

M agua = M amostra — M s, (EqanéO 35)
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Onde: M 45,2 = massa de agua presente na amostra no tempo f (9); Miotal de amostra =
massa de amostra no tempo t (g); M ss. = massa de sélido seco, valor constante ao
longo de todo processo de secagem (g).

V) Com as massas de agua contidas na massa de amostra em cada ponto e
conhecendo a massa de sélido seco, estimou-se as respectivas umidades livres
segundo a Equagéao 3.6:

X=M ggua/ Mss. (Equacao 3.6)

Onde: X = umidade livre remanescente na amostra (g w20/ g ss.)-

VIl) Consequentemente calculou-se o adimensional de umidade (X/Xo), cujos valores
numéricos foram obtidos dividindo-se cada valor de “X” pelo valor de umidade inicial
“Xo”.

VIII) Também foram calculados os valores médios de umidade livre utilizando uma

média aritmética conforme Equacao 3.7:
X medio = (X1 + Xp)/2 (Equacéo 3.7)

IX) Para obter-se maiores informagdes da velocidade da perda de agua em fungéo do
tempo, converteu-se os dados do conteudo de umidade em fungdo do tempo em taxa
de secagem (N), sendo esta determinada de acordo com a Equacéo 3.8.

N = AX/ At (Equagéo 3.8)

Onde: N = taxa de secagem Qo / gss.min); AX = X, — Xy = umidade removida do

s0lido (g neo / gss); At = t, — t; = intervalo de tempo (min).

X) A quantidade de agua evaporada (Na) pode entédo ser estimada em fungédo da taxa

e da area de secagem segundo a Equacéo 3.9:

Na =( N.Mgg)/A (Equagéao 3.9)

Onde: N = taxa de secagem (gu2o / gs.s.*min); Na = taxa de secagem por unidade de
area (g wzo / min*cm?); M 4= massa de sélido seco (g); A = area de secagem (0,017

cm?).
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XI) O valor da constante de secagem K foi calculado a partir do coeficiente angular
determinado pela regressao nao linear dos dados de adimensional de secagem em
fungcdo do tempo, usando a solugdo da lei exponencial conforme Equagao 3.10. A
regressdo nao linear foi obtida usando o método Quase-Newton do software Statistica
6.0 for Windows.

X—Xe=A*exp™ (Equagao 3.10)
Xo - Xe
Onde: X = fragdo de umidade remanescente em qualquer tempo (g 1o / g ss); Xe =
umidade de equilibrio do sdlido (gnzo / gss) correspondente ao valor de umidade
constante; Xo = umidade inicial do sélido no tempo zero (guzo / gss)-

A difusividade efetiva (D¢) dos hidrolisados foi estimada segundo a Equagéo
3.11.

K=(Des.7?)/(4L0%) (Equagéo 3.11)

Onde: K = valor da constante de secagem obtida conforme o item (XI); Lo = espessura
da camada utilizada no processo de secagem que correspondeu a 5 mm.

Apo6s o levantamento das curvas de secagem foi efetuada a secagem dos
hidrolisados até a umidade comercial aproximada de 10% para posterior avaliagao das
suas propriedades funcionais e nutricionais.

3.2.6 Caracterizacao da funcionalidade dos hidrolisados enzimaticos de carne de
frango

3.2.6.1 Propriedades de hidratacao
3.2.6.1.1 Solubilidade e capacidade de retencao de agua (CRA)

O procedimento para determinagcdo da solubilidade e da capacidade de
retengdo de agua foi de acordo com os métodos recomendados pela literatura
(FONKWE e SINGH, 1996; MORR et al., 1985; REGENSTEIN et al., 1979) adaptadas
as condicbées do laboratério. Foram preparadas dispersdes protéicas a 1%, com
variagcao de pH na faixa de 3 a 11. Pesou-se 500 mg de proteina em um béquer de
100 mL, adicionou-se 0,2 mL de NaCl 0,1M obtendo-se uma pasta homogénea. Em
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seguida foi adicionada a solugcdo tampao fosfato-citrato (MORITA, 1972) no
correspondente pH até o volume de 50mL. A dispersdo protéica foi mantida sob
agitagdo por 30 minutos em agitador magnético (QUIMIS®, modelo 261-2). Logo apés,
transferiu-se a disperséo para tubos de centrifuga previamente pesados e centrifugou-
se a dispersao por 30 minutos a 9000xg (centrifuga de tubos Biosystems, tipo MPW-
350/350R). Aliquotas do sobrenadante foram tomadas para identificar a quantidade de
proteinas sollveis, pelo método de Folin-Lowry descrito por PLUMMER (1978). A
porcentagem de solubilidade foi calculada conforme a Equacgéo 3.12.

%S = A x50 x 100 (Equacgéo 3.12)
W xP
100
Onde: A = concentragédo de proteina no sobrenadante (mg/mL); W = Peso da amostra
(mg); P = Quantidade de proteina total na amostra determinada por microKjedhal
(Nx6,25) em mg.

O excesso de agua nos tubos foi descartado por inversdo dos tubos em papel
absorvente e a amostra decantada foi submetida a pesagem no proprio tubo. A
capacidade de retengao de agua (CRA) foi determinada pela diferenga entre o peso da
amostra precipitada e a amostra inicial dividida pela quantidade de proteina presente
na amostra, sendo descontado o teor de proteina sollvel presente no sobrenadante. O
resultado foi expresso em gramas de &gua por grama de proteina, conforme a
Equacéo 3.13.

CRA=Wh-W (Equagao 3.13)
C-S

Onde: Wh = peso da amostra hidratada (g); W = peso inicial da amostra (g); C =
quantidade de proteina na amostra determinada por microKjedhal (g); S = quantidade
de proteina sollvel do sobrenadante (g) determinada por Folin-Lowry.

3.2.6.2 Propriedades de superficie
3.2.6.2.1 Capacidade emulsificante (CE)

A capacidade emulsificante (CE) dos hidrolisados protéicos foi determinada de
acordo com o método descrito por OKEZIE e BELLO (1988), que constituiu em
preparar uma suspensao contendo 1g de proteina com 34 mL de solugdo de NaCl 3%,
em liquidificador doméstico (Walita Twist) por 30 segundos em velocidade baixa. Com
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auxilio de uma bureta foram adicionados 30 mL de 6leo vegetal de soja a uma vazao
de 10mL/min sob agitacdo. A emulséo formada foi transferida para tubos de centrifuga
e levados a um banho de 4gua (QUIMIS®, modelo Q-215-2) a 85°C por 15 minutos.
Apoés as amostras foram centrifugadas a 3000xg por 40 minutos em centrifuga de
tubos Biosystems, tipo MPW-350/350R). O volume de 6leo separado em cada amostra
apods a centrifugacao foi transferido para uma proveta graduada e efetuada a leitura. A
diferenga entre a quantidade de 6leo medido e a quantidade de 6leo adicionado foi
expressa como a quantidade de 6leo emulsificado por grama de proteina contida na
amostra, e calculada de acordo com a Equacgao 3.14.

CE = quantidade de 6leo emulsificado (mL) (Equagéo 3.14)
massa de proteina (g)

3.2.6.2.2 Capacidade de retencao de 6leo (CRO)

A capacidade de retengdo de 6leo (CRO) foi determinada de acordo com o
método descrito por FONKWE e SINGH (1996) com modificagdes, onde um grama de
amostra protéica foi misturada em 20 mL de éleo vegetal de soja e agitado por 10
minutos em agitador magnético (QUIMIS®, modelo 261-2) . A mistura foi entdo
centrifugada a 9000xg por 15 min em centrifuga de tubos (Biosystems, tipo MPW-
350/350R) e o volume de 6leo ndo absorvido medido em proveta graduada. A
quantidade de 6leo absorvido foi obtida pela diferenca entre a quantidade de 6leo
inicial e a quantidade de éleo ndo absorvida. A capacidade de retencdo de 6leo foi
expressa como a quantidade de Oleo retido por grama de proteina, conforme a
Equacao 3.15:

CRO = quantidade de 6leo absorvido (mL) x100 (Equagéao 3.15)
peso da amostra (g)

3.2.6.2.3 Propriedades espumantes

A capacidade de formacdo de espuma (CFE) foi determinada por uma
combinagdo dos meétodos descritos por PHILIPS et al. (1990) e DIPAK e KUMAR
(1986) citados por GLORIA e REGINATO-D’ARCE (2000), adaptado as condi¢cdes do
laboratério, onde foi preparada uma suspensao protéica de 5g de amostra com 100
mL de agua. A suspensao foi agitada em liquidificador doméstico (Walita Twist) por 5

minutos sob agitacdo média, em seguida transferiu-se a dispersdo para uma proveta



45

graduada de 250 mL. A capacidade de formacao de espuma foi calculada como a %
de aumento de volume apds a agitacdo em relagdo ao volume inicial, conforme a

Equacao 3.16.

CFE=(B-A)x100 (Equacéo 3.16)
A

Onde: A = volume antes da agitagdo (mL); B = volume ap0s a agitagédo (mL).

A determinagéo da estabilidade de espuma foi realizada através do repouso da
amostra a temperatura ambiente (20-25°C) com leitura do volume apés intervalos de 1,
5, 10, 30 e 60 minutos, calculada de acordo com a Equagéo 3.17.

EEs =V x100 (Equacao 3.17)
Vo
Onde: V = volume final de espuma apés cada intervalo de tempo (mL); Vo = volume
inicial de espuma formada (mL).

3.2.7 Digestibilidade in vitro

A avaliagdo nutricional dos hidrolisados de carne de frango foi realizada
mediante a determinacé@o da digestibilidade in vitro, proposta por SGARBIERI (1996).
Inicialmente pesou-se uma quantidade de amostra que correspondesse ao equivalente
a 0,5 g de proteina, preparou-se uma solugéo de 1,5 mg de pepsina por mL de HCI
0,1N e adicionou-se 15 mL desta solugdo a amostra, apds adicionou-se 0,5 mL de
solugao de merthiolate incolor, homogeneizou-se bem e levou-se a banho-maria a 37
°C por 3 horas, com agitagao periédica. Decorrido este tempo os tubos contendo as
amostras foram resfriados e a solugéo foi ajustada a pH 8,0 com uma solugéo de
NaOH 0,2N, utilizando um pHmetro de bancada.

Foi preparada uma solucdo de 0,5 mg de pancreatina por mL de tampéo
fosfato pH 8,0. Adicionou-se 10 mL da solugdo de pancreatina ao produto hidrolisado
pela pepsina e levou-se novamente ao banho-maria a 37 °C, porém por 24 horas com
agitacao periodica. Apds o tempo de hidrélise foram adicionados 5 mL de uma solugéo
de TCA 5% a amostra e centrifugou-se por 15 minutos a 5000 xg para separagao do
material insollvel, sendo o filtrado recolhido para posterior determinagao do nitrogénio
digerido, pelo método de microKjeldhal. A digestibilidade in vitro foi expressa como
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porcentagem de nitrogénio digerido em relagdo ao nitrogénio total na amostra inicial,

conforme Equagéo 3.18.

Digestibilidade (%) = Nitrogénio digerido x 100 (Equagéao 3.18)
Nitrogénio total na amostra
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao Fisico-quimica da Matéria-prima
4.1.1 Composic¢ao proximal da carne de frango

Dependendo do corte, a carne de frango apresenta diferentes valores em seus
componentes, como podemos observar na Tabela 4.1, onde o teor de umidade,
lipidios e cinzas sdo maiores na coxa do que no peito. Em relagdo a quantidade de
proteinas o peito de frango apresenta um maior teor tanto em base Umida como em
base seca. Este valor de porcentagem de proteinas foi utilizado para calcular a
quantidade de carne de cada corte necessaria para cada ensaio utilizado no
planejamento experimental.

Tabela 4.1 - Composigao proximal* de diferentes cortes de carne de frango™ em base
Umida e base seca.
Peito (b.u) Coxa (b.u) Peito (b.s) Coxa (b.s)
Componente (%) o o o o
(média £ d.p) (média £d.p) (média +d.p) (média +d.p)

Umidade 74,98 £0,14 77,56 £ 0,62 - -
Proteina 22,36 +0,57 16,82+0,06 93,48+1,92 80,62 +3,75
Lipidios 0,77+0,29 3,34+086 3,17+1,05 15,86 +3,38
Cinzas 0,81+025 090=x0,12 3,34+0,87 4,27+0,36

b.u = base umida; b.s = base seca; d.p = desvio padréo.
* Resultados expressos como média e desvio padrao de 3 determinagoes.

**Sem pele e sem 0ss0.

Os valores encontrados de composicao proximal para os diferentes cortes de
frango correspondem aos valores encontrados na literatura. Estes valores podem ser
comparados com os resultados encontrados por HUALLANCO (2004) que avaliou a
qualidade de cortes de frango da linhagem comercial Coob, com idade entre 48 e 49
dias, peso aproximado de 2 - 2,3 kg, encontrando valores de umidade de 75,4 e 76,9%,
de proteina de 20,1 e 16,7%, de gordura em torno de 1,5 e 5,1% e cinzas de 1,1 e 1,0

para peito e coxa de frango respectivamente.
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4.1.2 Valor de pH da carne de frango

Através da Tabela 4.2 podemos observar que os diferentes cortes de frango

também apresentam diferengas em relagéo ao seu valor de pH.

Tabela 4.2 — Valores de pH em diferentes cortes de carne de frango.

pH
Fonte
Peito Coxa
Experimental* 5,6 +0,1 6,6 +0,1
Literatura** 5,6-5,8 6,3

* Resultados expressos como média e desvio padrao
de 3 determinagoes.
* HUALLANCO (2004) e OLIVO E OLIVO (2006).

O pH é um fator importante que pode definir a qualidade de um alimento, uma
vez que pode ser afetado por reagdes que ocorrem apds a morte do animal e indica a
presenga de microrganismos. De acordo com OLIVO E OLIVO (2006), o teor de acido
lactico formado no musculo, no momento da morte do animal, ird determinar a
velocidade de instalagdo do rigor mortis e o pH final da carne. Sendo que, o valor
deste pH final, dependera diretamente da quantidade de glicogénio presente no
musculo, no momento do sacrificio do animal. Devido a isto podemos observar que a
coxa de frango, como é um musculo de maior atividade apresentara um menor teor de
glicogénio no momento do abate, e por conseqliéncia, uma menor redu¢ao no seu

valor de pH comparado com o peito de frango.

4.2 Resultados do Planejamento Experimental

4.2.1 Grau de hidrolise (GH) obtido com a enzima Alcalase sobre peito e coxa de
frango

Os valores de grau de hidrélise obtidos com a enzima Alcalase utilizando peito
e coxa de frango como substrato estao apresentados na Tabela 4.3. O GH apresentou
uma variagédo de 20,93 a 57,42% quando foi utilizado peito de frango como substrato e
de 18,62 a 38,79% com a coxa de frango. Observou-se que nos niveis —a e + a, para a
concentracao de substrato (ensaios 9 e 10, respectivamente), fixando a concentragao
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de enzima e tempo em seus valores centrais, obtiveram-se o maior e o menor GH de
todos os ensaios do planejamento com peito de frango. Para coxa de frango menor e
maior GH foram obtidos a partir dos ensaios 2 e 7, respectivamente, que corresponde
as condicoes inversas de concentragdo de substrato, concentragao de enzima e tempo.

Tabela 4.3 - Valores de grau de hidrélise (GH) utilizando peito e coxa de frango como
substrato nos ensaios de hidrélise com a enzima Alcalase.

. ] ] . GH (%)
ensaio  [S] (%p/v) [E] (%p/p) t (min) PEITO COXA
1 -1 (5) -1 (4) -1 (60) 34,44 33,98
2 1 (10) -1 (4) -1 (60) 24,32 18,62
3 -1 (5) 1 (8) -1 (60) 45,22 36,36
4 1 (10) 1 (8) -1 (60) 25,61 19,35
5 -1 (5) -1 (4) 1 (120) 35,80 37,48
6 1 (10) -1 (4) 1 (120) 23,96 23,74
7 -1 (5) 1 (8) 1 (120) 47,27 38,79
8 1 (10) 1 (8) 1 (120) 25,92 25,71
9 -1,68 (3,3) 0 (6) 0 (90) 57,42 38,44
10 1,68 (11,7) 0 (6) 0 (90) 20,93 19,61
11 0 (7,5 -1,68 (2,9) 0 (90) 29,20 29,78
12 0 (7,5 1,68 (9,1) 0 (90) 29,98 29,82
13 0 (7,5 0 (6) -1,68 (39,6) 26,27 26,34
14 0 (7,5 0 (6) 1,68 (140,4) 32,26 33,50
15 0 (7,5 0 (6) 0 (90) 33,40 28,99
16 0 (7,5 0 (6) 0 (90) 33,04 30,70
17 0 (7,5 0 (6) 0 (90) 32,86 29,98
E

[S] = concentragdo de substrato; [E] = concentragdo de enzima; t = tempo; GH = grau de

hidrélise.

Constatamos que quando se utilizou coxa de frango como substrato,
obtiveram-se na maioria dos ensaios valores menores de GH comparado com os
hidrolisados de peito, sendo que o maior GH com coxa foi alcangado com a maior
concentracdo de enzima e maior tempo (ensaio 7) do que as condigées do ensaio 9
que apresentou o maior GH obtido com peito. Este comportamento do GH em relagao
a matéria-prima pode ser devido ao maior teor de lipideos presente na coxa do que no
peito de frango que dificultaria a agdo da enzima sobre as proteinas. SLIZYTE et al.
(2005) analisaram a composi¢cdo de diferentes fragbes obtidas apds a hidrélise de
bacalhau (Gadus morhua) com as enzimas Flavourzyme e Neutrase, observaram que

uma matéria-prima contendo elevada quantidade de lipidios resultava em uma menor
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quantidade de proteina solivel. Também relataram que quantidade de lipidios na
matéria-prima é importante para o processo de hidrélise, pois uma matéria-prima
contendo uma quantidade de lipideos relativamente alta poderia formar complexos
proteina/lipideo, sendo que estes complexos pareciam ser mais resistentes a quebra
enzimatica. CENTENARO (2007) que obteve valores de GH entre 12,2 e 43,7% a
partir de um planejamento experimental utilizando a enzima Alcalase em corvina
(Micropogonias furnieri) em condigbes semelhantes ao nosso trabalho (concentracao
de substrato variando de 3 a 7%; concentracdo de enzima variando de 4 a 8%; tempo
de hidrolise de 1 hora). GOVINDARAJU e SRINIVAS (2004) hidrolisaram proteinas de
amendoim (Arachis hypogaea L.) com a enzima Alcalase, em condigbes de pH e
temperatura de 7,8 a 55°C respectivamente, [S] de 5% e [E] variando de 1 a 5% (p/p)
em intervalos de tempo de 5 a 240 min. Obtiveram valores de GH que variaram na
faixa de 2,4 a 18,6%. Ja LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999) obtiveram valores
acima de 35% de GH com a enzima Alcalase em 60 minutos de hidrélise das proteinas
de arenque (Clupea harengus). SHAHIDI et al. (1995) produziram proteina hidrolisada
de capelin (Mallotus villosus), obtendo valores de GH acima de 20% em 120 minutos
de hidrélise com a enzima Alcalase. SANTOS (2006) avaliou o GH obtido com a
enzima Alcalase em cabrinha (Prionotus punctatus) e obteve valores que variaram na
faixa de 18,6 e 34,7% variando a concentracdo de substrato em elevados niveis
(500mg/mL a 1500 mg/mL), fixando o tempo de hidrélise em 60 minutos de hidrélise e
0,5g de enzima/g de pescado.

4.2.1.1 Analise dos efeitos principais e suas interac6es para a resposta grau de
hidrélise com a enzima Alcalase sobre peito e coxa de frango

O tratamento estatistico dos dados obtidos permitiu a analise dos efeitos dos
fatores [S], [E] e tempo de reagdo, assim como suas interagdes no grau de hidrélise
para um nivel de confianca de 95%. Através das Tabelas 4.4 e 4.5 e da Figura 4.1
podemos observar os efeitos de cada variavel estudada e suas interagées no GH das
proteinas da carne de frango.
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Tabela 4.4 — Efeitos estimados para o grau de hidrélise das proteinas de peito de

frango com a enzima Alcalase.

Variaveis Efeitos Erro Padrao valor t valor p
Média 33,24 0,0667 498,64 <0,0001*
[S] -17,15 0,1488 -115,27 0,0001*
[E] 2,88 0,1488 19,34 0,0027*

t 3,02 0,1488 20,30 0,0024*

[S] x [E] -6,54 0,1944 -33,67 0,0009*
[S]xt 0,93 0,1944 4,78 0,0411*
[E] x t -1,46 0,1944 -7,49 0,0174*

*significativos (p<0,05)

Tabela 4.5 — Efeitos estimados para o grau de hidrélise das proteinas de coxa de

frango com a enzima Alcalase.

Variaveis Efeitos Erro Padrao valor t valor p
Média 29,48 0,2082 141,63 <0,0001*
[S] -13,31 0,4647 -28,65 0,0012*
[E] 0,94 0,4647 2,03 0,1791
t 4,31 0,4647 9,28 0,0114*
[SIx [E] -0,25 0,6069 -0,41 0,7242
[S]xt 1,39 0,6069 2,28 0,1497
[E] xt 0,04 0,6069 0,07 0,9490

*significativos (p<0,05)

Através das Tabelas 4.4 e 4.5 podemos observar que todas as variaveis
estudadas e suas interagGes apresentaram uma influéncia significativa no GH das
proteinas de peito de frango, enquanto que na hidrélise das proteinas da coxa de
frango somente as variaveis principais de concentracdo de substrato e tempo
apresentaram uma influéncia significativa nas faixas estudas no processo, sendo que
a concentracdo de enzima ndo apresentou um efeito significativo. A Figura 4.1
apresenta graficamente os efeitos obtidos das variaveis estudadas no grau de hidrolise
das proteinas de peito e coxa de frango utilizando a enzima Alcalase. Tanto na
hidrélise de peito, como na de coxa de frango a concentracdo de substrato [S]
demonstrou ser a variavel com maior influéncia no processo hidrolitico, apresentando
um efeito negativo em ambos 0s casos, ou seja, quando a [S] no meio passou de 5%
para 10%, ocorreu um efeito negativo no GH ocasionando uma diminuicao no valor de
17,15% e 13,31% em peito e coxa de frango respectivamente. CENTENARO (2007) e
SANTOS (2006) também verificaram um efeito negativo para a concentragdo de

substrato no GH das proteinas de pescado. Resultados semelhantes foram
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encontrados por KRISTINSSON e RASCO (20007 que em um estudo detalhado sobre
proteina hidrolisada de pescado relataram que a [S] apresentou um efeito negativo na
recuperacdo das proteinas, eles citaram LINDER et al. (1995) que observaram que
acima de 8% a concentracdo de substrato no sistema, indiferentemente da

concentracao de enzima, parecia ter um efeito inibidor na proteina recuperada.
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(b)
Figura 4.1 - Efeitos da [S], da [E], do tempo e de suas interagdes no GH dos
hidrolisados enzimaticos de peito (a) e coxa de frango (b) utilizando a enzima Alcalase.
*significativos (p<0,05)

De acordo com FURLONG (2000) quando a concentragdo de substrato é baixa,
nem todas as moléculas de enzima estdo combinadas com o substrato, portanto um
maximo de velocidade pode ser encontrado para cada quantidade de enzima. Se a
concentracao de substrato é alta, todas as moléculas de enzima estdo complexadas
com o substrato, e para cada molécula de produto formado sé uma molécula de
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substrato é ligada a enzima, isto quer dizer que a velocidade da reacdo é constante.
Em nosso trabalho, elevadas concentragées de substrato pareceram apresentar um
efeito inibidor no GH das proteinas. Este tipo de inibigdo causada pela elevada
concentracdo de substrato, conforme WHITAKER (1994), citado por TARDIOLI (2003),
comporta-se como uma inibicdo acompetitiva, pois uma segunda molécula de
substrato liga-se em um local préximo ao sitio ativo da enzima, reduzindo a velocidade
inicial de reacdo, impedindo que a primeira molécula se ligue corretamente ao sitio
ativo ou por impedir que ela seja transformada em produto. O estudo cinético da
hidrélise enzimatica neste tipo de reagédo segundo KRISTINSSON e RASCO (2000%) é
muito complicado devido aos varios tipos de ligagcdes peptidicas susceptiveis ao
ataque enzimatico, diferindo em sua vulnerabilidade durante o processo hidrolitico.

A concentragdo de enzima apresentou efeito positivo em ambos os casos. Esta
relacdo positiva de [E] com o grau de hidrolise era esperada, porém pretendia-se
verificar se esta varidvel apresentaria um aumento significativo na faixa de
concentracao estuda, ja que o aumento da enzima permitirda uma maior cisdo das
cadeias protéicas, aumentando a quantidade de proteinas de menor tamanho
molecular e o0 GH do produto obtido. KRISTINSSON e RASCO (2000%) também
relataram que pelo aumento da concentragdo de protease ocorre um aumento na
extensdo da hidrélise. SUROWAKA e FIK (1992) também relataram que aumentando
a adicao da enzima, poderia elevar-se o rendimento do processo, mas também
aumentaria o custo.

Na hidrélise de coxa de frango com Alcalase a [E] nao apresentou um efeito
significativo a um nivel de 95% de confianga, indicando que a quantidade de enzima
adicionada ao meio de 4% em relagdo a massa de proteina, promove valores
semelhantes de GH quando se utiliza uma quantidade maior de enzima até 8%.
SHAHIDI et al. (1995) notaram que nenhum aumento na liberagdo de hidrolisado
sollvel era observada quando quantidades adicionais de enzima eram incorporadas
na mistura de reagdo durante a fase estacionaria de hidrélise. Justificaram que a
possivel inibicdo da hidrélise protéica aconteceu pela presenga de produtos ou
clivagem total dos peptideos disponiveis para a enzima. Uma alta concentragao de
peptideos sollveis na mistura de reagdo reduz a taxa de hidrélise e a recuperacgao de
proteinas sollveis.

O GH aumentou com o aumento do tempo de hidrélise, como também era
esperado, apresentando um efeito positivo e significativo, nas condi¢cdes estudadas

com ambos os substratos, o que indica que o valor de GH apresenta um aumento
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significativo, a um nivel de confianca de 95%, quando aumentamos o tempo de
hidrolise de 60 para 120 minutos. LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999)
observaram que a hidrélise de tecido de arenque era rapidamente convertida em um
liquido viscoso e que 24% de GH era obtido com 20 minutos de incubagédo, com a
enzima Alcalase, a pH 8.0 e 50 °C. A reacado era detida depois de 60 minutos,
chegando a 36%. De acordo com MACKIE (1982), citado por estes autores, a enzima
€ adsorvida nas particulas suspensas, sendo que a hidrélise das ligagdes susceptiveis
ao ataque enzimatico, ocorre simultaneamente. Apdés uma rapida fase inicial de
hidrélise, a taxa de hidrélise tende a decair, entrando em uma fase estacionaria. Este
fato também foi reportado por KRISTINSSON e RASCO (2000% que observaram que
a hidrolise enzimatica de pescado era caracterizada por uma fase inicial rapida,
durante a qual um grande numero de ligagdes peptidicas eram hidrolisadas, depois
disto a taxa de hidrolise enzimatica diminuia, chegando a uma fase estacionaria onde
aparentemente ndo ocorria nenhuma hidrélise. Estes autores citam ARCHER et al.
(1973), que estudaram a cinética de hidrélise enzimética de concentrado protéico de
pescado e verificaram que a enzima fica inicialmente adsorvida na superficie da
proteina, com uma taxa inicial de reagédo proporcional a area superficial exposta do
substrato para a fase aquosa. A cinética global foi descrita como uma seqiiéncia de
dois processos de primeira ordem, um inicial, de reacdo rapida na qual cadeias
polipeptidicas liviemente soltas eram clivadas de particulas insolGveis de proteina, e
um segundo, uma reagdao mais lenta na qual a proteina central mais compacta era
digerida. Um estudo cinético do processo é bastante complicado devido aos varios
tipos de ligagdes peptidicas envolvidas que apresentam uma vulnerabilidade diferente
ao ataque das enzimas durante a hidrélise.

Em relagao as interagdes de cada varidvel estudada no processo, todas as
variaveis foram significativas para a hidrélise da enzima Alcalase com peito de frango.
Ou seja, quando passamos duas variaveis ao mesmo tempo, do menor para o maior
nivel, estas apresentam uma interacao significativa no valor de GH das proteinas de
peito de frango. A interagdo da concentragao de substrato com o tempo apresentou
um efeito positivo no GH. As interagbes da [S] com a [E] e de [E] com o tempo
apresentaram um efeito negativo no GH das proteinas. Nos hidrolisados de coxa de
frango nao se verificou efeito estatisticamente significativo da interagdo das variaveis

em estudo.



55

4.2.1.2 Verificacdao do modelo matematico para o grau de hidrélise em peito de
frango com a enzima Alcalase

Para verificacdo do modelo matematico realizou-se uma analise de variancia
(Tabela 4.6) com os valores de GH obtidos com a enzima Alcalase para peito de
frango considerando somente os efeitos significativos.

Tabela 4.6 — Andlise de variancia dos valores de GH obtidos com a enzima Alcalase
em peito de frango a um nivel de confian¢a de 95%.

Fonte de Variacao SQ GL MQ Fealc
Regressao 1370,27 8 171,28 21,01
Residuos 65,22 8 8,15
F. ajuste 65,07 6
Erro puro 0,15 2
Total 1435,49

Onde: SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; Fcac = teste de Fisher
Ftabelado = 3;44
Coeficiente de determinacéo R® = 0,95

O modelo matematico obteve um coeficiente de determinacédo de 0,95 e um
valor de F calculado de 21,01. De acordo com a literatura, um modelo tem significacao
estatistica quando o valor de F calculado é pelo menos 3 a 5 vezes maior do que o
tabelado (KALIL et al., 2000; NETO et al., 1996). Como o F calculado apresentou um
valor cerca de 6 vezes maior que o valor de F tabelado, pode-se afirmar que 0 modelo
é suficientemente confiavel para predizer o GH de qualquer combinagao das variaveis
independentes nos niveis estudados. O elevado valor do coeficiente de determinagao
demonstra que 95% do comportamento pode ser explicado pelo modelo. Com os
valores de coeficientes de regresséo obtidos pela andlise (Tabela A.1 em anexo), o
modelo apresentou a seguinte equagao:

GH(%) = 33,09 — 9,10*[S] + 2,19*[S]? + 1,97*[E] - 1,20*[E]® + 0,98*t — 1,32*F -
2,37*[S]"[E] - 0,43*[S]*t (Equacéo 4.1)

Onde: GH = grau de hidrolise; [S] = concentracdo de substrato; [E] = concentracao de
enzima e t = tempo.
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O modelo polinomial mostra que os termos lineares e quadraticos de [S], [E] e
tempo contribuem para a resposta, assim como as interagbes da [S] com a [E] e com o
tempo. Portanto, foi possivel a construgdo das superficies de resposta e suas
respectivas curvas de contorno (Figura 4.2), a partir do modelo obtido, com as
varidveis que apresentaram influéncia significativa sobre o grau de hidrdlise,
permitindo a visualizagdo do comportamento da hidrélise enzimética das proteinas do
peito de frango com a enzima Alcalase.

Através da Figura 4.2 observamos que os maiores valores de GH foram
obtidos em: baixas [S], em torno de 3,3%; em [E] entre 6 e 9%; e tempos de hidrélise
entre 90 e 120 minutos. Comportamentos semelhantes foram encontrados por
SUROWKA e FIK (1992) que observaram que aumentando a quantidade de protease
adicionada ao meio produzia um aumento na taxa de hidrélise que ndo era linear em
fungéo da adicdo de enzima. BEDDOWS e ARDESHIR (1979) produziram proteina
sollvel de pescado para a aplicagdo em molhos e observaram que aumentando a [E]
aumentava a taxa de conversdo de proteina, mas a relagdo nao era diretamente
proporcional. GBOGOURI et al. (2004) estudaram a hidrélise de salmao com a enzima
Alcalase e em uma [S] de 50%, eles observaram que a [E] apresentava um efeito
linear significativo nas condigbes estudadas, sendo que para o maior valor de GH
alcancado por eles (17,2%) a condicao ideal de [E] era de 5,2%. KRISTINSSON e
RASCO (2000°) estudaram a cinética enzimatica de hidrolisados de salm&o do
Atlantico (Salmo solar) com diversas proteases alcalinas e concluiram que a enzima
Alcalase foi a que apresentou a melhor relagdo custo x eficiéncia, possuindo o menor
custo por atividade enzimatica em todos os GH obtidos por eles.
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Figura 4.2 — Superficies de resposta e suas respectivas curvas de contorno do grau de
hidrélise (GH) em fungéo da [S] e da [E] (a), da [S] e do tempo (b), [E] e do tempo (c)
das proteinas de peito de frango com a enzima Alcalase.
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4.2.1.3 Verificacdao do modelo matematico para o grau de hidrélise em coxa de
frango com a enzima Alcalase

Para verificacdo do modelo matematico realizou-se uma analise de variancia
(Tabela 4.7) com os valores de GH obtidos com a enzima Alcalase para coxa de
frango considerando somente os efeitos significativos.

Tabela 4.7 — Andlise de variancia dos valores de GH obtidos com a enzima Alcalase
em coxa de frango a um nivel de confianga de 95%.

Fonte de Variacao SQ GL MQ Fearc
Regressao 667,90 2 333,95 196,44
Residuos 2376 14 1,70
F. ajuste 22,29 12
Erro puro 1,47 2
Total 691,66

Onde: SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; Fcac = teste de Fisher
Ftabelado = 3!74
Coeficiente de determinacéo R® = 0,97

O modelo matematico obteve um coeficiente de determinacao de 0,97 e um
valor de F calculado 196,77. Como o F calculado apresentou um valor 52,5 vezes
maior que o valor de F tabelado, pode-se afirmar que o modelo é preditivo. O elevado
valor do coeficiente de determinagdo demonstra que 97% do comportamento pode ser
explicado pelo modelo. Com os valores de coeficientes de regressdo obtidos pela
andlise (Tabela A.2 em anexo), o modelo apresentou a seguinte equacgao:

GH(%) = 29,48 — 6,66*[S] + 2,16"t (Equacéo 4.2)

Onde: GH = grau de hidrélise; [S] = concentragdo de substrato e t = tempo.

O modelo linear mostra que somente os termos lineares de [S] e t contribuem
para a resposta. Portanto, foi possivel a construgcdo da superficie de resposta e de
contorno (Figura 4.3) a partir do modelo obtido com as varidveis que apresentaram
influéncia significativa sobre o grau de hidrélise, permitindo a visualizagdo do
comportamento da hidrélise enzimatica das proteinas da coxa de frango com a enzima
Alcalase.
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Figura 4.3 — Superficie de resposta e sua respectiva curva de contorno do grau de
hidrélise em fungao da [S] e do tempo das proteinas de coxa de frango com a enzima
Alcalase.

Através da Figura 4.3 observamos que os maiores valores de GH foram
obtidos em elevados tempos de hidrolise e baixas concentragcdes de substrato.
SUROWKA e FIK (1992), em sua pesquisa sobre a hidrélise de proteinas de cabecas
de frango com a enzima Neutrase, reportaram que a taxa de hidrélise aumentava
quando a quantidade de agua no meio de reagdo aumentava e a concentragcao de
substrato diminuia. O que também pode explicar os menores valores de GH com coxa
de frango, uma vez que a quantidade protéica era menor nesse substrato do que no
peito, logo se fazia necesséario uma maior quantidade de carne de coxa para manter a
mesma concentragao de proteina em relagdo ao peito, reduzindo a quantidade de
solugdo aquosa no meio de reagao. De acordo com BELITZ e GROSCH (1997), as
enzimas devem apresentar um certo grau de hidratagdo para serem ativas, o que
também pode ter influenciado o efeito negativo da concentragdo de substrato na faixa
estudada em nosso trabalho. Este autor mediante espectroscopia IR e RMN
(infravermelho e ressonancia magnética nuclear, respectivamente) acompanhou a
hidratagédo da lisoleucina e observou que primeiro se hidratavam os grupos carregados
e depois os grupos polares sem carga das cadeias laterais e que aumentando a
hidratagcdo, conduzia a um recobrimento monomolecular de toda a superficie
disponivel da enzima, aumentando a atividade e favorecendo a difusdo do substrato

para o centro ativo da enzima.
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4.2.2 Grau de hidrélise (GH) obtido com a enzima Flavourzyme sobre peito e
coxa de frango

Os valores obtidos de GH com a enzima Flavourzyme utilizando peito e coxa
de frango como substrato estdo apresentados na Tabela 4.8.

Tabela 4.8 - Valores de GH obtidos com a enzima Flavourzyme utilizando peito e coxa
de frango como substrato.

, o o . GH (%)

ensaio  [S] (%p/v) [E] (%p/p) t (min) PEITO COXA
1 -1 (5) -1 (4) -1 (60) 23,77 12,32

2 1 (10) -1 (4) -1 (60) 17,22 8,30
3 -1 (5) 1 (8) -1 (60) 22,78 20,81
4 1 (10) 1 (8) -1 (60) 22,23 16,98
5 -1 (5) -1 (4) 1 (120) 25,68 14,52
6 1 (10) -1 (4) 1 (120) 19,46 10,32
7 -1 (5) 1 (8) 1 (120) 27,29 22,54
8 1 (10) 1 (8) 1 (120) 26,15 19,23
9 -1,68 (3,3) 0 (6) 0 (90) 40,47 20,28
10 1,68 (11,7) 0 (6) 0 (90) 20,94 14,39
11 0 (7,5 -1,68 (2,9) 0 (90) 21,38 11,89
12 0 (7,9) 1,68 (9,1) 0 (90) 26,83 18,34
13 0 (7,5) 0 (6) -1,68 (39,6) 21,32 14,63
14 0 (7,9) 0 (6) 1,68 (140,4) 28,07 20,46

15 0 (7,5) 0 (6) 0 (90) 24,27 17,71
16 0 (7,5 0 (6) 0 (90) 25,16 17,17
17 0 (7,5 0 (6) 0 (90) 25,64 18,14

[

Onde: [S] = concentragao de substrat

o

E] = concentragdo de enzima; t = tempo; GH = grau de

’

hidrolise.

Os valores de GH obtidos com a enzima Flavourzyme em peito de frango
variaram de 17,22 a 40,47% e de 8,30 a 22,54 em coxa de frango. Comparando as
condi¢des de hidrdlise, para peito de frango, dos ensaios de baixo GH (ensaio 2) e de
alto GH (ensaio 9) observou-se que o maior valor de GH era obtido em condi¢des de
menores concentracdes de substrato (3,3%), com concentragbes de enzima e tempos
de reacao fixados em seus pontos centrais (6% e 90 minutos, respectivamente).
Enquanto o menor GH era obtido com a concentragdo de substrato em seu nivel
superior (10%) e concentracdo de enzima e tempo em seus niveis inferiores (4% e 60
minutos, respectivamente). Para a coxa de frango o maior valor de GH foi obtido em
condicdes de concentragdo de substrato fixadas em seu nivel inferior (5%) e
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concentracdo de enzima e tempo em seus niveis superiores (8% e 120 minutos,
respectivamente), enquanto o menor valor de GH foi obtido nas mesmas condi¢ées
que o menor GH para o peito de frango.

Todos os ensaios realizados com a enzima Flavourzyme em peito de frango
apresentaram maiores valores de GH do que os ensaios com coxa. Verificou-se uma
diferenca bem mais acentuada do que a observada nos ensaios com a enzima
Alcalase. Esta diferenga ocasionada pelo tipo de substrato pode ser devida ao
contetido de colageno presente em maior quantidade na coxa de frango do que no
peito de frango, conforme determinado por NOWSAD et al. (1999) que determinaram
que o teor de colageno em coxas de frango era cerca de 9,3% podendo chegar a
14,7% em animais velhos, enquanto que para peito de frango estes valores foram
menores, cerca de 3,9% e de 4,9% em animais velhos. Segundo GILDBERG (2002) a
enzima Alcalase possui alguma atividade colagenosa, o que justifica a maior diferenga
encontrada nos valores de GH com a enzima Flavourzyme em peito e coxa de frango.

Nossos resultados podem ser comparados com aqueles obtidos por SANTOS
(2007) que a partir de um planejamento experimental variando o pH (6,5-7,5), a
concentracdo de enzima (10 — 30 mg/g) e de substrato (500 — 1500 mg/mL),
encontraram valores de GH na faixa de 14,3% e 30,0% em 60 minutos de hidrélise
com a enzima Flavourzyme em carne de cabrinha (Prionotus punctatus). ROMAN e
SGARBIERI (2005) utilizaram a enzima Flavourzyme para a obtengao de hidrolisados
de caseina bovina coagulada, em uma suspensdo de 8% de proteina, uma relagéo
E/S de 1:9, pH 7,0 a 38°C; eles obtiveram hidrolisados com valores de GH na faixa de
5,7 a 35,8%. CANDIDO E SGARBIERI (2003) hidrolisaram as proteinas de tilapia do
Nilo (Oreochromus niloticus) com a enzima Flavourzyme em pH 7 a 50°C, 12% de [S]
e 1% de [E], e obtiveram valores de GH na faixa de 2,5 a 45%. CLEMENTE et al.
(1999) avaliaram a proteina hidrolisada de grao-de-bico (Cicer arietinum L.) com as
enzimas Alcalase e Flavourzyme e observaram que o GH com estas enzimas nao era
maior que 27%. No entanto, estes mesmos autores, ainda relatam que a combinagao
de ambas as enzimas em um processo de duas etapas resultava em uma proteina
hidrolisada final com GH acima de 50%, confirmando que o uso de Alcalase facilitava
a acao da Flavourzyme, na segunda etapa, para obter uma hidrélise mais extensa.
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4.2.2.1 Analise dos efeitos principais e suas interac6es para a resposta grau de
hidrélise com a enzima Flavourzyme

As Tabelas 4.9 e 4.10 apresentam os efeitos de cada variavel estudada e suas
interacbes no GH das proteinas de peito e de coxa, obtidos com a enzima
Flavourzyme. A Figura 4.4 apresenta graficamente os efeitos obtidos das variaveis
estudadas no grau de hidrélise das proteinas de peito e coxa de frango utilizando a
enzima Flavourzyme.

Tabela 4.9 - Efeitos estimados para o grau de hidrélise em peito de frango com a

enzima Flavourzyme.

Variaveis Efeitos Erro Padrdo valor t valor p
Média 24,63 0,1681 146,47 <0,0001*
[S] -6,93 0,3753 -18,45 0,0029*
[E] 3,15 0,3753 8,39 0,0139*
t 3,51 0,3753 9,34 0,0113*
[S]x[E] 2,77 0,4902 5,65 0,0299*
[S]xt -0,06 0,4902 -0,13 0,9079
[E] x t 1,07 0,4902 2,18 0,1609

*significativos (p<0,05)

Tabela 4.10 - Efeitos estimados para o grau de hidrélise em coxa de frango com a

enzima Flavourzyme.

Variaveis Efeitos Erro Padrao valor t valor p

Média 16,35 0,1181 138,51 0,0001*
[S] -3,70 0,2636 -14,04 0,0050*

[E] 6,58 0,2636 24,97 0,0016*

t 2,64 0,2636 10,01 0,0098*
[S]x [E] 0,27 0,3442 0,78 0,5151
[S]xt 0,09 0,3442 0,25 0,8227
[E]xt -0,06 0,3442 -0,18 0,8762

*significativos (p<0,05)
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Figura 4.4 - Efeitos da [S], da [E], do tempo e de suas interagdes no GH dos
hidrolisados enzimaticos de peito (a) e coxa de frango (b) utilizando a enzima
Flavourzyme. *significativos (p<0,05)

Assim como foi observado com a enzima Alcalase, a [S] também apresentou
um efeito negativo no GH das proteinas do peito e coxa de frango com a enzima
Flavourzyme. Sendo que na hidrélise das proteinas de peito de frango esta foi a
varidvel que apresentou a maior influéncia no GH. Quando a [S] passou do nivel -1
para o +1 acarretou em uma diminuicdo de 6,93% e 3,70% no GH dos hidrolisados
elaborados com peito e coxa de frango, respectivamente. SLIZYTE et al. (2005)
estudaram a hidrélise de bacalhau (Gadus morhua) com as enzimas Flavourzyme e
Neutrase e verificaram haver uma forte influéncia negativa no nitrogénio recuperado
com o aumento da [S], devido a que o potencial de produtos que inibiam a reagao

enzimatica aumentava com o aumento da concentracido de substrato no processo de
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hidrélise. Consequentemente, fazia-se necessaria a adicao de agua na mistura de
hidrolise para aumentar a proteina recuperada.

A [E] e o tempo apresentaram efeitos positivos no GH, sendo a [E] a variavel
de maior influéncia no GH das proteinas da coxa de frango. Em relagéo as interagdes
de cada variavel, apenas a interacdo da [S] com a [E] na hidrélise das proteinas do
peito de frango apresentou um efeito significativo a um nivel de 95% de confianga.
SOARES et al. (2000) avaliaram a influéncia de diversas proteases comerciais na
solubilizacdo hidrolitica de carne de frango mecanicamente separada, e observaram
que a solubilizagdo das proteinas cessava apds 3 horas de protedlise nas condi¢des
estudadas. Também observaram que em muitos casos, quando a [E] era dobrada,
havia um aumento significante na solubilizacdo das proteinas. CANDIDO E
SGARBIERI (2003) ap6s testarem diferentes enzimas escolheram a Flavourzyme para
hidrolisar as proteinas miofibrilares de tilapia do Nilo. Eles observaram que a taxa de
hidrélise era elevada nos primeiros 30 minutos, mas decaia significantemente apoés
este tempo de incubacgdo. E salientaram que esta queda na taxa de hidrélise poderia
ser explicada pelos seguintes fendmenos: (a) diminuicdo de peptideos disponiveis
para hidrélise; (b) possivel inibicdo enzimatica pelos produtos formados da reagéo; (c)
parcial desnaturagéo da enzima.

4.2.2.2 Verificacdo do modelo matematico para o GH em peito de frango com a
enzima Flavourzyme

A Tabela 4.11 apresenta a andlise de variéncia realizada para verificagao do
modelo matematico, utilizando os valores de GH obtidos com a enzima Flavourzyme
para peito de frango, considerando somente os efeitos significativos. Através da
andlise estatistica dos dados, podemos verificar que o grau de hidrélise das proteinas
de peito de frango com a enzima Flavourzyme nao apresentou um modelo matematico
preditivo relacionando a varidveis estudadas, visto que o valor de F calculado n&o foi
suficientemente maior do que o tabelado.

Isto ndo torna os resultados invalidos, pois se constatou que aumentando a [E]
e o tempo ou reduzindo a [S], é possivel elevar os valores de GH. Como se pretendia
obter faixas distintas de GH, para verificar a influéncia do mesmo nas propriedades
funcionais e nutricionais dos produtos obtidos a partir de diferentes cortes de carne de
frango, os resultados encontrados foram satisfatérios para este tipo de estudo, uma

vez que nado se pretendia uma maximizagao na resposta dessa variavel.
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Tabela 4.11 — Andlise de variancia dos valores de GH obtidos com a enzima
Flavourzyme em peito de frango a um nivel de confianga de 95%.

Fonte de Variacao SQ GL MQ Feac
Regressao 307,17 7 43,88 3,89
Residuos 101,59 9 11,29
F. ajuste 100,63 7
Erro puro 0,96 2
Total 408,77

Onde: SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; Fcac = teste de Fisher
Ftabelado = 3!29
Coeficiente de determinagao R?=0,75

4.2.2.3 Verificacdao do modelo matematico para o GH em coxa de frango com a

enzima Flavourzyme

A Tabela 4.12 apresenta a andlise de variancia realizada para verificagdo do
modelo matematico utilizando os valores de GH obtidos com a enzima Flavourzyme

para coxa de frango, considerando somente os efeitos significativos.

Tabela 4.12 — Andlise de variancia dos valores de GH obtidos com a enzima
Flavourzyme em peito de frango a um nivel de confianga de 95%.

Fonte de Variacao SQ GL MQ Fealc
Regressao 230,94 4 57,74 27,49
Residuos 25,26 12 2,10
F. ajuste 24,78 10
Erro puro 0,47 2
Total 256,20

Onde: SQ = soma quadratica; GL = graus de liberdade; MQ = média quadratica; Fcac = teste de Fisher
Ftabelado = 3!26
Coeficiente de determinagao R?=0,90

Conforme os valores observados na Tabela 4.12 constatamos que o modelo
matematico apresentou um valor 8,4 vezes maior que o valor de F tabelado,
juntamente com um coeficiente de determinagao elevado, o que demonstra que 90%

do comportamento pode ser explicado pelo modelo. Com os valores de coeficientes de
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regressao obtidos pela analise (Tabela A.3 em anexo), 0 modelo obtido apresentou a
seguinte equacao:

GH(%) = 17,15 — 1,85*[S] + 3,29*[E] — 0,99*[E]? + 1,32"t (Equagéo 4.3)

Onde: GH = grau de hidrdlise; [S] = concentracao de substrato; [E] = concentragdo de
enzima et = tempo.

O modelo polinomial mostra que os termos lineares de [S], [E] e tempo,
juntamente com o termo quadratico de [E] contribuem para a resposta. Portanto, foi
possivel a construcdo das superficies de resposta e suas respectivas curvas de
contorno (Figura 4.5), a partir do modelo obtido com as variaveis que apresentaram
influéncia significativa sobre o grau de hidrélise, permitindo a visualizagdo do
comportamento da hidrélise enzimatica das proteinas da coxa de frango com a enzima

Flavourzyme.
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Figura 4.5 — Superficies de resposta e suas respectivas curvas de contorno do grau de
hidrélise (GH) em fungéo da [S] e da [E] (a), da [S] e do tempo (b), [E] e do tempo (c)

das proteinas de coxa de frango com a enzima Flavourzyme.

Através da Figura 4.5 podemos constatar que elevados valores de GH séo

obtidos em: baixas [S], em torno de 3,3%; em [E] entre 8 e 9%; e tempos de hidrélise

acima de 120 minutos. NILSANG et al. (2004) otimizaram a hidrélise enzimética na

obtencdo de concentrado sollvel de pescado, utilizando um planejamento fatorial
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randomizado com a enzima Flavourzyme e observaram que o tempo também tinha um
efeito linear positivo no GH, indicando que o GH aumentava com a prolongagéo do
tempo de hidrélise, sendo esta a variavel mais importante, influenciando os valores de
GH. Este comportamento foi semelhante a resultados encontrados por outros
pesquisadores (IMM e LEE, 1999; SMYTH e FITZGERALD, 1998) citados por eles. O
comportamento encontrado em nosso modelo também é semelhante ao descrito por
BAEK e CADWALLADER (1995) que otimizaram as condigbes de processo para a
hidrélise enzimatica de residuos de crustaceos, usando superficie de resposta com a
enzima Optimase. Estes pesquisadores observaram que a relagdo E/S apresentava
um efeito linear significativo no GH. O GH aumentava com o aumento da relagédo E/S e
também aumentava com o aumento do tempo de reagdo. Eles utilizaram elevadas
concentragoes de substrato (entre 15 e 75%), e observaram que o GH aumentava
quando a [S] decaia para 45%(p/v).

Estudos comparativos de enzimas exd6genas como a Alcalase e a
Flavourzyme s@o complicados devido a que estas enzimas possuem diferengas em
atividade especifica, em especificidade e em condi¢des 6timas de trabalho. Em alguns
casos, como o descrito por ASPMO et al. (2005), as enzimas proteoliticas tém sido
comparadas através de ajuste das condigbes de hidrdlise as condigdes oOtimas
descritas pelos fabricantes, sem considerarem que estas condigcbes 6timas podem
depender do substrato utilizado. De acordo com SMYTH e FITZGERALD (1998) a
especificidade e o nivel de atividade enzimatica em preparados de enzimas
disponiveis comercialmente ndo sao bem caracterizados. Estes autores avaliaram
diferentes preparados enzimaticos utilizando diferentes substratos fluorogénicos
sintéticos e observaram que a enzima Flavourzyme apresentava o maior nivel de
atividade aminopeptidase e também apresentava uma certa atividade endoproteinase;
ja a enzima Alcalase era a que apresentava a maior atividade endoproteinase. Devido
a diferente especificidade e modos de agdo das proteases SOARES et al. (2000)
utilizaram um substrato protéico para detectar o nivel de protedlise geral de diferentes
enzimas. Utilizando azocaseina em uma concentragédo de 2% (p/v) a 40°C em pH 7
por 40 minutos observaram que a enzima Alcalase apresentava a maior atividade,
enquanto a enzima Flavourzyme apresentava 66,12% de atividade relativa a Alcalase.
KRISTINSSON e RASCO (2000°) utilizaram azacoll, um substrato sintético, para
avaliar a atividade proteolitica de diferentes preparados enzimaticos, e também
verificaram que a enzima Alcalase apresentava uma atividade superior a enzima

Flavourzyme (668.896 U azacoll/g e 59.630 U azacoll/g, respectivamente). Isto vem a



69

concordar com os resultados obtidos no presente trabalho, onde se observou que
maiores valores de GH foram obtidos em peito e coxa de frango com a enzima
Alcalase. Embora a enzima Flavourzyme apresente uma menor atividade, SOARES
(2006) constatou que a Flavourzyme é uma enzima que precisa de um tempo maior de
hidrélise para atingir o GH desejado. HRCKOVA et al. (2002) também observaram isto
quando acompanharam a hidrélise de farinha de soja desengordurada com as
enzimas Alcalase, Flavourzyme e Novozyme e verificaram que o maior GH era
atingido com a enzima Flavourzyme (39,5%), sendo que o GH com a Flavourzyme
ultrapassava o GH com a Alcalase somente em tempo de hidrolise acima de 200
minutos, indicando que esta enzima pode apresentar uma alta estabilidade durante
longos periodos de hidrélise. Como estas enzimas apresentam diferente
especificidade, portanto irdo apresentar diferente perfil de peptideos apds o processo
de hidrélise, o que ira influenciar nas propriedades funcionais dos hidrolisados
protéicos obtidos.

4.3 Secagem dos Hidrolisados de Carne de Frango

A Tabela 4.13 apresenta as condicées de hidrélise enzimatica para se obter
hidrolisados de baixo e alto grau de hidrélise em peito e coxa de frango com as
enzimas Alcalase e Flavourzyme determinados através da analise dos resultados
obtidos no planejamento experimental. A partir destas condigdes, obtiveram-se oito
hidrolisados que foram submetidos ao estudo cinético de secagem. Estes hidrolisados
apresentaram valores de GH préximos aos valores obtidos no planejamento
experimental, sendo que para a enzima Flavourzyme obtiveram-se valores menores
em todos os casos, devido a uma maior dificuldade de agitacdo do meio durante o
processo com esta enzima. Esta diferenca entre os valores é devido a mudanca de
escala de produgao para obtencao dos hidrolisados, os valores de GH abaixo foram
obtidos em uma escala de produgdo 10 vezes maior em relacdo aos valores de GH
obtidos nos ensaios do planejamento experimental.
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Tabela 4.13 - Condigcdes de hidrélise das proteinas de peito e coxa de frango, grau de

hidrélise e umidade inicial dos hidrolisados.

Hidrolisado Substrato - Enzima ("/E?)}v) (°/¢[>;E)}p) (mtin) GH (%)* ir&:cr:?;??%?*
H1 Peito - Alcalase 11,7 6 90 21,85+0,32(B) 85,74 £0,01
H2 Coxa - Alcalase 10,0 4 60 20,40+1,01(B) 87,31 £0,02
H3 Peito - Alcalase 3,3 6 90 53,25+0,64 (A) 92,01 £0,04
H4 Coxa - Alcalase 5,0 8 120 37,64 £0,82 (A) 91,51 £ 0,01
H5 Peito - Flavourzyme 10,0 4 60 14,26 +£0,80 (B) 86,97 £0,10
H6 Coxa -Flavourzyme 10,0 4 60 6,34+0,14 (B) 88,24 £0,05
H7 Peito - Flavourzyme 3,3 6 90 36,18+1,78 (A) 92,99 + 0,04
H8 Coxa -Flavourzyme 5,0 8 120 19,85+0,10 (A) 92,16 £ 0,09

[S] = concentracdo de substrato; [E] = concentragdo de enzima; t = tempo; GH = grau de
hidrolise; B = baixo e A = alto. *Resultado expresso como média e desvio padrdao de 3
determinagdes.

Através da Tabela 4.13 também podemos observar os valores de umidade
inicial correspondente a cada hidrolisado onde constatamos que os hidrolisados com
maior concentragdo de substrato apresentaram menores valores de umidade inicial
comparados com os hidrolisados de menor concentragéo de substrato. Os hidrolisados
com alto grau de hidrélise apresentaram elevados valores de umidade inicial acima de
90%, enquanto os hidrolisados com baixo GH apresentaram valores de umidade inicial
de 85,74 a 88,24%. A umidade inicial € um parametro importante em um processo de
secagem, segundo CHIRIFE (1983) na secagem de alimentos, o periodo de taxa
constante s6 tem relativa importancia quando o teor de umidade inicial do sélido é
muito alto. O que vai de encontro ao material submetido a secagem em nosso trabalho,
que apresentaram teores de umidade inicial entre 85,74 e 92,99%. A Figura 4.6
apresenta as curvas de taxa de secagem por unidade de &rea em fungao da umidade
média e a Figura 4.7 apresenta as curvas do adimensional de umidade em fungéo do
tempo. Sdo estas as curvas que descrevem o comportamento da secagem dos
hidrolisados de baixo e alto grau de hidrélise obtidos a partir de peito e coxa de frango

com as enzimas Alcalase e Flavourzyme.
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Figura 4.6 — Curvas de taxa de secagem por m? em fungéo da umidade média dos

hidrolisados de carne de frango com enzimas proteoliticas.
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De acordo com VILLELA e SILVA (1992) considerando que a temperatura, a
umidade relativa, a velocidade e a distribuicdo do ar sejam uniformes, o processo de
secagem pode ser definido em duas etapas diferentes: o periodo de taxa constante e
o periodo de taxa decrescente. Através das curvas da Figura 4.6 podemos observar
claramente este comportamento na secagem dos hidrolisados de carne de frango,
onde constatamos que os hidrolisados com maior contetudo de umidade inicial (H3, H4,
H7 e H8) apresentaram maiores periodos de taxa constante que os hidrolisados de
menor contetido de umidade inicial (H1, H2, H5 e H6), como era esperado. O término
do periodo de taxa constante é alcangado quando a migragao interna de agua para a
superficie ndo consegue mais suprir a taxa de evaporacao da agua livre da superficie
(GEANKOPLIS, 1993). O valor de umidade critica (Xc), que cessa o periodo de taxa
constante, apresentou-se proximo a 3 gr20/Jssido seco Para todos os hidrolisados, exceto
para o hidrolisado H7 que apresentou o valor de Xc proximo a 2 grxzo/Jselido seco-

Apbs o término do periodo de taxa constante, inicia-se o periodo de taxa
decrescente, que é dividido em primeiro e segundo periodo, onde o valor de umidade
que divide estes dois estagios € denominado umidade de transigéo (X;). Este valor de
umidade de transicdo € melhor visualizado através da curva do adimensional de
secagem em escala logaritmica em fungdo do tempo (ANEXO B). Os hidrolisados
apresentaram valores de umidade de transigcao entre 0,226 € 0,391 gn20/Jssiido seco-

Através da Figura 4.7 constatou-se que o valor de umidade de equilibrio (Xe)
dos hidrolisados foi obtida apds longos periodos de secagem, acima de 800 minutos,
exceto o hidrolisado H7, que alcangou a umidade de equilibrio em torno dos 300
minutos de secagem. Os valores de umidade de equilibrio (Xe) obtidos para os
hidrolisados variaram de 0,072 a 0,177 Queo/Ossido seco- Era nitidamente visivel a
formacao de um filme na camada superficial dos hidrolisados durante o processo de
secagem, sendo que nos hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase este filme era
mais rigido. O hidrolisado H7 se destacou em relagao aos demais hidrolisados durante
a etapa de secagem. O menor tempo de secagem apresentado por este hidrolisado,
poderia ter sido devido as alteragbes provocadas pela enzima Flavourzyme na
estrutura protéica e também por este hidrolisado apresentar uma menor quantidade de
massa protéica. BIANCHI (2006) supds que a composicdo das matérias-primas tenha
influenciado na variagdo dos tempos totais de secagem de polpas de corvina
(Micropogonias fumieri) e cabrina (Prionotus punctatus), sendo que o teor de lipideos
poderia ter influenciado na transferéncia de calor e massa, aumentando o tempo de

secagem. Segundo este autor as proteinas sollveis dissolvidas na fase aquosa atuam
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como agentes emulsificantes, recobrindo todas as particulas de gordura. Esta
interacao das proteinas com a gordura, provavelmente tenham dificultado o processo
de secagem dos hidrolisados de carne de frango.

Outro fendbmeno que poderia ter ocorrido durante o processo de secagem dos
hidrolisados é a formacao de gel. Segundo SGARBIERI (1998) a acdo do calor
promove a desnaturagdo da proteina e a conseqiiente abertura das cadeias com a
exposi¢cao de grupos hidrofébicos que se atraem mutuamente. Concomitantemente
podem se formar ligagdes cruzadas, tipo ligacbes dissulfeto que promovem a
formacdo de estrutura tridimensional capaz de aprisionar agua e produzir a
imobilizacdo do sistema.

Para estimativa da constante de secagem, plotaram-se os graficos
apresentados na Figura 4.8. A partir de uma regressao utilizando um modelo de ajuste
exponencial puderam-se encontrar os valores de constante de secagem (K) para os
hidrolisados de peito e coxa de frango obtidos a partir da hidrélise enzimatica com as

enzimas Alcalase e Flavourzyme.
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Figura 4.8 — Curvas de adimensional de agua livre em fungao do tempo de secagem

dos hidrolisados de carne de frango com enzimas proteoliticas.
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A Tabela 4.14 apresenta os valores dos parametros de secagem obtidos
através da regressédo dos dados de adimensional de agua livre em fungéo do tempo,
utilizando um modelo de ajuste exponencial, bem como os valores de umidade final e
tempo de secagem para cada hidrolisado enzimatico de carne de frango obtido ao final
do processo cinético de secagem.

Tabela 4.14 — Valores de constante de secagem, difusividade efetiva, umidade
final e tempo de secagem para os hidrolisados de carne de frango.

_ Tempo de
Hidrolisado ~ Substrato - Enzima ~ GH (%) K (min”) R Der (M°/s) ijlrr:?;j? secagem
A

(min)
H1 Peito - Alcalase 2185 0009257 09989 1,56x10™ 15,03 990
H2 Coxa - Alcalase 20,40 0,010051 09987 1,70x10% 14,53 940
H3 Peito - Alcalase 5325 0011821 09875 2,00x10% 10,43 750
H4 Coxa - Alcalase 3764 0012521 09885 2,11x10% 14,21 810
H5 Peito - Flavourzyme 1406 0011696 09944 1,98x10% 9,30 785
Heé Coxa-Flavourzyme  g34 0010793 10,9997 1,82x10”° 9,82 615
H7 Peito - Flavourzyme ~ 3g1g 0,012060 10,9841 2,04x10% 9,95 330
H8 Coxa-Flavourzyme — 1g g5 0,012496 10,9907 2,11x10”° 10,94 800

GH = grau de hidrélise; K = constante de secagem; R = coeficiente de correlagdo e Def =
difusividade efetiva.

Através da Tabela 4.14 verificou-se que a correlagao exponencial apresentou
um bom ajuste para o célculo da constante de secagem, evidenciado pelos elevados
valores de coeficiente de regressao (R). Os valores de constante de secagem (K)
obtidos para os hidrolisados encontraram-se entre 0,0092 e 0,0125 min™, e os valores
de difusividade efetiva (Ds) encontraram-se entre 1,56x10° e 2,11x10° m?%s. Nao foi
possivel comparar os valores de K e D¢ entre os hidrolisados, devido ao fato de que
nao se conseguiu manter um mesmo nivel de umidade final para todos hidrolisados.
Em alguns hidrolisados (H1, H2, H3, H4, e H8) nao foi possivel reduzir a umidade
abaixo de 10%, valor recomendado pela legislagdo para produtos do tipo “Pés para
Preparo de Alimentos” segundo Resolugao da Diretoria Colegiada N° 273, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria, de 22 de setembro de 2005. Como podemos observar
através da Figura 4.6, a taxa de secagem torna-se praticamente nula no fim da
operacdo de secagem, sem conseguir-se reduzir o teor de umidade desses
hidrolisados até o valor ideal.



77

Resultados semelhantes foram encontrados por GARCIA (2007) que obteve
polpas de base protéica de anchoita (Engraulis anchoita) a partir de lavagens com H,O
e HsPO,, que apresentaram valores de constante secagem de 0,011 e 0,015 min™,
respectivamente, em condi¢cdes de secagem semelhantes a este trabalho. BIANCHI
(2006) estudou a influéncia da espessura da camada da polpa de corvina
(Micropogonias fumieri) e cabrina (Prionotus punctatus) e da temperatura no processo
de secagem, e obteve valores de difusividade efetiva variando de 0,61 a 8,16x10°m?/s.
Este autor verificou que a temperatura e a espessura da camada de polpa
influenciavam no transporte de agua do interior da amostra, e que o mecanismo de
difusividade foi o que predominou durante a secagem das polpas de pescado.

Analisando os dados da Tabela 4.14 observa-se que o hidrolisado de peito (H1)
e os de coxa de frango (H2 e H4) obtidos com a enzima Alcalase, apresentaram os
maiores tempos de secagem e maiores valores de umidade final. Ja o hidrolisado de
maior grau de hidrélise com a enzima Flavourzyme (H7) apresentou o menor tempo de
secagem comparado com os demais hidrolisados, indicando que o GH e o tipo de
enzima utilizada influenciam no processo de secagem dos hidrolisados enzimaticos.
Obter o menor tempo de secagem é de fundamental importancia para processos
industriais, pois dessa forma €& possivel minimizar gastos com energia e menor
probabilidade de que acontecam alteragdes das proteinas por efeito do calor. Segundo
MORAES (2007) hidrolisados protéicos sdo frequentemente secos por atomizagédo ou
liofilizacao.

Os hidrolisados protéicos de carne de frango secos em secador de bandeja
apresentaram valores de umidade final entre 9,30 e 15,03% em seus respectivos
tempos de secagem.

4.4 Composicao Proximal dos Hidrolisados Secos Integrais

A Tabela 4.15 apresenta a composicao proximal dos hidrolisados de peito e
coxa de frango de baixo e alto grau de hidrélise, obtidos com as enzimas Alcalase e
Flavourzyme a partir dos resultados obtidos nos ensaios do planejamento
experimental.
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Tabela 4.15 — Composicao proximal* (b.u) dos hidrolisados protéicos de carne de

frango.

Amostra S-E GH (%) Umidade (%) Proteina (%)  Gordura (%) Cinzas (%)
HA1 P-A 21,85 14,99+045 63,81 +0,01 9,08 + 0,26 13,04 £ 0,05
H2 C-A 20,40 11,28+0,07 54,70+236 19,46+1,27 14,74 +0,01
H3 P-A 5325 9,57+0,02 47,32+0,07 14,85+1,53 29,01 +0,12
H4 C-A 3764 11,77+175 43,52+0,77 15,16 0,34 29,08 £ 0,11
H5 P-F 1426 7,69+0,09 65,99+0,39 12,41+0,09 16,72+0,71
H6 C-F 6,34 6,90 + 0,36 58,83+0,48 17,75+1,21 16,02+ 0,08
H7 P-F 36,18 8,17+0,30 4233+1,45 1464+128 34,55+0,13
H8 C-F 19,85 8,08+0,04 48,28+0,35 1433+0,96 29,13+0,08

S-E: Substrato-Enzima; P-A: Peito-Alcalase; C-A: Coxa-Alcalase; P-F: Peito-Flavourzyme; C-F:
Coxa-Flavourzyme; GH = grau de hidrélise. *Resultado expresso como média e desvio padrdo
de 3 determinagdes.

Os valores de umidade dos hidrolisados variaram entre 6,90 a 14,99%, devido
ao diferente comportamento apresentado pelos hidrolisados durante o processo de
secagem, nao foi possivel manter todos os hidrolisados com um teor de umidade
abaixo de 10%, valor recomendado para este tipo de produto segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2005%). Porém os maiores valores de umidade
encontraram-se proximos ao teor de umidade recomendado para produtos em pg, tipo
farinha, que permitem uma umidade de 14% (BRASIL, 2005°). Os valores de umidade
apresentados pelos hidrolisados foram todos inferiores aos valores apresentados
pelos mesmos hidrolisados nos ensaios cinéticos de secagem (Tabela 4.14), este fato
€ decorrente de que no estudo cinético, a secagem é interrompida inimeras vezes,
para se fazer as medidas de perda de massa, acarretando em uma maior umidade no
final do processo.

Através da tabela 4.15 podemos observar que os hidrolisados obtidos de carne
de frango obtiveram teores de proteina entre 42,33 e 65,99%. Valores semelhantes
foram encontrados por CENTENARO (2007) que obteve hidrolisados de corvina
(Micropogonias furnieriy com a enzima Alcalase com teores de proteina entre 42,8 e
745%. NILSANG et al. (2004) obtiveram hidrolisados de pescado com teor de
proteina proximo a 66%, ressaltaram que este teor de proteinas era similar a outros
estudos reportados (KRISTINSSON e RASCO, 2000° LICEAGA-GESUALDO e LI-
CHAN, 1999; BENJAKUL e MORRISSEY, 1997; SHAHIDI et al., 1995) que variavam
numa faixa de 62 a 90%.
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O elevado contetdo de lipideos, entre 9,08 e 19,46%, encontrado neste
trabalho foi decorrente da obtencao de um hidrolisado tipo integral, onde n&o ocorreu
uma etapa para remoc¢ao dos lipideos durante o processo. Hidrolisados com maiores
teores de gordura foram obtidos a partir da hidrélise de coxa de frango, matéria-prima
que contém maior teor de lipideos do que o peito de frango. GILDBERG (1992) cita
algumas patentes norte-americanas que produziam um hidrolisado integral de pescado
que continha cerca de 25% de lipideos. Os hidrolisados obtidos em nosso trabalho
também apresentaram elevados teores de cinzas, alcangando valores proximos a 35%,
valores estes decorrentes da adigdo de solugdo tampao no meio de reagdo para
ajustar o pH durante a hidrélise enzimatica. Valores préoximos a 35% foram
encontrados por CENTENARO (2007). Elevados teores de cinzas também foram
encontrados nos hidrolisados obtidos por DUMAY ef al. (2006), um teor de 25,94% de
cinzas em hidrolisados de pescado com a enzima Flavourzyme. Entre outros autores
que encontraram elevados teores de cinzas em seus trabalhos estdo GBOGOURI et al.
(2004), NEVES et al. (2004), LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999), e SHAHIDI et
al. (1995).

4.5 Propriedades Funcionais dos Hidrolisados Enzimaticos de Carne de Frango

4.5.1 Propriedades de hidratacao

4.5.1.1 Solubilidade

A Tabela 4.16 apresenta os valores de solubilidade dos hidrolisados de baixo e
alto grau de hidrolise, obtidos a partir da hidrélise das proteinas de peito e coxa de
frango com as enzimas Alcalase e Flavourzyme. Os hidrolisados obtidos pela hidrélise
com enzima Alcalase, obtiveram maiores valores de solubilidade que aqueles obtidos
pela agao da enzima Flavourzyme, sendo que o grau de hidrélise teve um efeito maior
na solubilidade dos hidrolisados feitos com Alcalase, principalmente os que utilizavam
a coxa como matéria-prima. J& os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme nao
apresentaram um efeito tdo marcante do GH na solubilidade, como se pode verificar
nos hidrolisados H6 e H8 com graus de hidrélise bem diferentes e valores de
solubilidade semelhantes.
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Tabela 4.16 — Valores de solubilidade obtidos para os hidrolisados protéicos de carne

de frango e para os musculos in natura em diferentes valores de pH.

Amostras Substrato - Enzima GH (%)

Solubilidade (%)*

pH 3 pH5 pH7 pH 9 pH 11
H1 Peito - Alcalase 21,85 33,03°® 3218 3298%E 3278% 36,70 %
H2 Coxa - Alcalase 20,40 55,10°* 5485°" 5568 5536° 46,94
H3 Peito - Alcalase 53,25 50,02 4964 50,65°% 5282°" 51,788
H4 Coxa - Alcalase 37,64 77,30* 79,18* 76,74** 7657 7466
H5  Peito - Flavourzyme 14,26 21,01™ 21349 2147"™ 2172 2456™
H6 Coxa -Flavourzyme 6,34 22679 2427™ 25739 2556°" 2576™
H7  Peito - Flavourzyme 36,18 23349 2257'F 23889 2525° 2583"
H8 Coxa -Flavourzyme 19,85  27,79"® 2821°® 30,15°* 30,65% 31,05
Peito in. ] ; 3560% 26,70°° 3396%® 37,74°® 4526°
Coxa in. ) ; 12,080 26,79°C 30,87%® 37,50°* 38,38 %

Letras minGsculas diferentes na vertical indicam haver diferenga significativa (p<0,05) de solubilidade
entre as amostras no mesmo valor de pH. Letras mailsculas diferentes na horizontal indicam haver
diferenca significativa (p<0,05) de solubilidade entre os valores de pH. GH = grau de hidrélise. * Valor
médio de trés determinagdes da mesma amostra.

SANTOS (2006) também obteve maiores valores de solubilidade com a enzima
Alcalase sobre carne de cabrinha (Prionotos punctatus) do que com a enzima
Flavourzyme. Em um hidrolisado com GH de 34,70% obtido com a enzima Alcalase
este autor obteve valores de solubilidade que variaram de 39,4 a 42,1% e o hidrolisado
obtido com a enzima Flavourzyme com GH de 30% apresentou valores de solubilidade
variando de 34,2 a 38,7% na mesma faixa de pH estudado nesse trabalho.
CLEMENTE et al. (1999) também obtiveram maiores valores de solubilidade em uma
ampla faixa de pH com a enzima Alcalase em relacdo a Flavourzyme a partir de
hidrolisados de grao-de-bico (Cicer arietinum).

Pode-se observar que o hidrolisado protéico com maior solubilidade foi o
hidrolisado de maior GH obtido de coxa de frango com a enzima Alcalase (H4), ndo
apresentando diferenca significativa de solubilidade em toda a faixa de pH estudada.
Os hidrolisados H1, H2 e H5 nao apresentaram diferenca significativa de solubilidade
na faixa de pH entre 3 a 9. O hidrolisado H3 apresentou uma diferenc¢a significativa de
solubilidade somente no pH 9. O hidrolisado H6 n&o apresentou diferenca de
solubilidade nas faixas de pH de 5 a 11. Ja o hidrolisado H7 e o musculo de peito de
frango apresentaram uma reduc¢dao significativa de solubilidade em torno do pH 5, valor
préximo ao ponto isoelétrico das proteinas de carne de frango, que se encontra entre
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valores de pH de 5,0 - 5,1(HUALLANCO, 2004). O hidrolisado H8 e as proteinas da
coxa apresentaram maiores valores de solubilidade em meio alcalino. A Figura 4.9
apresenta graficamente o comportamento da solubilidade dos hidrolisados e das

matérias-primas in natura (peito e coxa de frango).
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Figura 4.9 — Solubilidades dos hidrolisados e de peito e coxa de frango in natura em

diferentes valores de pH. Onde: H1 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de peito com Alcalase;

H2 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de coxa com Alcalase; H3 = hidrolisado de alto GH obtido a
partir de peito com Alcalase; H1 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de coxa com Alcalase; H5 =
hidrolisado de baixo GH obtido a partir de peito com Flavourzyme; H6 = hidrolisado de baixo GH obtido a
partir de coxa com Flavourzyme; H7 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de peito com Flavourzyme e
H8 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de coxa com Flavourzyme.

Em geral, pode-se observar que os hidrolisados obtidos a partir de coxa
apresentaram valores maiores de solubilidade do que os hidrolisados obtidos de peito
de frango. No entanto, o muasculo in natura de peito de frango apresentou valores
significativamente maiores em relacdo a coxa em valores extremos de pH (3 e 11).
Porém é importante ressaltar que todos os hidrolisados de coxa de frango, mesmo
possuindo menores valores de grau de hidrélise em relagdo aos hidrolisados de peito,
apresentaram maiores valores de solubilidade, indicando que a matéria-prima utilizada
apresenta influéncia na solubilidade do produto final obtido. CENTENARO (2007)
obteve valores de solubilidade para hidrolisados de corvina (Micropogonias furnieri)
com a enzima Alcalase entre 20,26 e 51,90% na mesma faixa de pH estudado neste
trabalho. Este autor verificou um pequeno aumento desta propriedade no valor de pH
acido e um aumento progressivo do pH neutro para os pHs alcalinos, sendo que os
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maiores valores foram obtidos no pH 11. Em nosso trabalho somente os hidrolisados
H1, H5 e o musculo de peito apresentaram valores significativamente maiores no pH
11. De acordo com KRISHNAMURTHY et al. (1996) a interacdo das proteinas
musculares com a agua é um importante fator nas propriedades funcionais de
produtos de carne. Estes autores relataram diferengas na solubilizagdo das proteinas
de musculo de peito de frango e musculo de bacalhau, e relataram que as proteinas
de musculo de frango eram geralmente menos soluveis do que as proteinas de
musculo branco de pescado.

Com relagédo ao grau de hidrélise, analisando separadamente cada matéria-
prima, os hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase e Flavourzyme de maior GH
apresentaram maiores valores de solubilidade, sendo que os hidrolisados de peito com
a enzima Flavourzyme em alguns pHs (5, 7, 9 e 11) ndo apresentaram diferenga
significativa entre os valores de baixo e alto GH. SHAHIDI et al. (1995) observaram
que os concentrados de pescado hidrolisados com diferentes enzimas apresentavam
diferente perfil de solubilidade em diferentes condicdes de pH. Esta diferenga foi
explicada pela diferente especificidade das enzimas utilizadas no processo. Segundo
MAHMOUD (1994) uma hidrélise parcial ou limitada produz um substancial aumento
na solubilidade dos hidrolisados, particularmente no ponto isoelétrico da proteina
nativa. FURLAN (2002) também verificou isto, e ressaltou que, hidrolisados de
pescado mostravam excelente dispersibilidade em agua e alta solubilidade sob um
largo intervalo de pH, principalmente no ponto isoelétrico da proteina. Como se
observa na Figura 4.9 as curvas de solubilidade dos hidrolisados se mostraram
relativamente constantes, verificando-se também que no ponto isoelétrico das
proteinas dos hidrolisados houve um aumento da solubilidade.

ROMAN e SGARBIERI (2005) em um estudo sobre as propriedades funcionais
de caseina bovina hidrolisada com a enzima Flavourzyme, obtiveram maior valor de
solubilidade com o hidrolisado de maior GH, ressaltando que o GH altera de forma
significativa as propriedades interfasicas dos hidrolisados. Segundo CLEMENTE et al.
(1999) e ROMAN e SGARBIERI (2005) o aumento da solubilidade dos hidrolisados é,
provavelmente, devido a diminuicdo do tamanho das moléculas e correspondente
aumento da exposicdo de grupos hidrofilicos amino e carboxil ionizaveis. DINIZ e
MARTIN (1997) sugeriram que o aumento na solubilidade da proteina hidrolisada em
relagdo a proteina original é devido a redugdo de sua estrutura secundaria e a
liberagdo enzimatica de pequenas unidades polipeptidicas da proteina. CANDIDO e
SGARBIERI (2003) observaram uma correlacao linear positiva, entre solubilidade e o
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GH de hidrolisados de tilapia do Nilo, com a enzima Flavourzyme na faixa de 2,5 a
25% de GH. Eles também justificaram que esta correlagao entre solubilidade e GH era
devido ao decréscimo no tamanho dos peptideos e ao maior nimero de peptideos
soluveis, que eram produzidos em valores altos de grau de hidrélise.

Segundo CLAVER e ZHOU (2005) a hidrélise enzimatica com proteases
apresentava-se como uma maneira satisfatéria de melhorar o rendimento em
proteinas sollveis de farinha de gérmen desengordurada. O tratamento com Alcalase
e Flavourzyme solubilizava 85 e 80% do total de proteinas, respectivamente. Essas
duas enzimas apresentaram a maior solubilizagdo entre as cinco proteases
(Flavourzyme, Papaina, Neutrase, Protamex e Alcalase) estudadas por estes autores.
GBOGOURI et al. (2004) obtiveram excelentes valores de solubilidade, em uma ampla
faixa de pH, para hidrolisados de cabec¢as de salmédo com a enzima Alcalase.

Os hidrolisados protéicos obtidos nesse trabalho poderiam encontrar aplicacao
em produtos como sopas desidratadas, comida hipoalergénica para bebés,
alimentagao animal, e enriquecimento protéico de produtos liquidos que ndo precisem
de uma solubilidade extremamente elevada. Segundo FURLAN (2002) hidrolisados
protéicos podem apresentar excelente solubilidade, e também apresentar boa
capacidade de emulsificagédo, e de formagéao de espuma.

4.5.1.2 Capacidade de retencao de agua (CRA)

Através da Tabela 4.17 podemos observar os valores de capacidade de
retencao de agua para os hidrolisados de baixo e alto grau de hidrolise obtidos a partir
da hidrélise das proteinas de peito e coxa de frango com as enzimas Alcalase e
Flavourzyme. Constatamos que os hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase,
apresentaram reduzida capacidade de retengcdo de agua, o que corresponde ao
trabalho de FONKWE e SINGH (1996) que hidrolisaram residuos de carne de peru
mecanicamente separada com papaina, que também é uma endoproteinase, obtendo
um produto que nao apresentava valores de CRA superior a 0,5 mL agua/g proteina.
Por outro lado, valores maiores de CRA foram obtidos para os hidrolisados tratados
com a enzima Flavourzyme, quando comparados aos valores obtidos com a enzima
Alcalase; o mesmo efeito foi constatado por SANTOS (2006) que relatou que a alta
solubilidade levava a uma diminuicdo na CRA da proteina de pescado. Esta relagao
inversa entre CRA e solubilidade também foi verificada neste trabalho. Os hidrolisados
obtidos com Alcalase, com valores de solubilidade na faixa de 32 a 79%,
apresentaram valores de CRA inferiores a 1 grama de 4gua por grama de proteina, no
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entanto os hidrolisados obtidos com Flavourzyme com valores de solubilidade na faixa

de 21 a 31% apresentaram valores de CRA na faixa de 2 a 4,5 g agua/g proteina.

Tabela 4.17 — Valores de capacidade de retencdo de agua (CRA) obtidos para os
hidrolisados protéicos de carne de frango e para os musculos in natura em diferentes
valores de pH.

Amostras Substrato - Enzima GH (%)

CRA (g agua/g proteina)*

pH 3 pH5 pH 7 pH9 pH 11
H1 Peito - Alcalase 21,85 060 085 093" 072% (022%®
H2 Coxa - Alcalase 20,40 0,04°* <0,01® <0,01%®® <0,01°® <0,01%
H3 Peito - Alcalase 53,25 <0,01 " <0,01 " <0,01* <0,01°* <0,01%
H4 Coxa - Alcalase 37,64 <0,01% <0,01% <0,01% <0,01** <0,01%
H5  Peito - Flavourzyme 14,26 3,77* 366*" 385*" 381" 391
H6 Coxa -Flavourzyme 6,34  3,80% 396*° 448°" 375%  4,06°°
H7  Peito - Flavourzyme 36,18 3,49 3,19°¢ 445°* 381 315"
H8 Coxa -Flavourzyme 19,85  2,66°° 284" 2678 227 2438
Peito in. - - 3,643 <0019 126%® 414" <0,01%°
Coxa in. - - <0,01% <0,01% 323" 912% 0,01

Letras minusculas diferentes na vertical indicam haver diferenca significativa (p<0,05) de CRA entre as
amostras. Letras maiulsculas diferentes na horizontal indicam haver diferencga significativa (p<0,05) de
CRA entre os valores de pH. GH = grau de hidrélise. * Valor médio de trés determinagbes da mesma
amostra.

Observou-se uma relagao inversa do grau de hidrélise dos hidrolisados com a
capacidade de retencdo de agua. Considerando os hidrolisados obtidos com Alcalase
sobre peito, verificou-se uma diminuigdo da CRA com o aumento do GH (hidrolisados
H1 e H3). Quando se utilizou coxa de frango constataram-se valores baixos de CRA
para os hidrolisados com baixo GH (H2) e com alto GH (H4). Contrariamente, nos
hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme em coxa de frango, constatou-se uma
reducado maior dos valores de CRA (hidrolisados H6 e H8) com o aumento do GH de
6,34 para 19,85% quando comparados com a menor reducao dos valores de CRA
(hidrolisados H5 e H7) com o aumento do GH de 14,26 para 36,18% em peito de
frango. ROMAN e SGARBIERI (2005) relataram em seu estudo sobre as propriedades
funcionais de caseina bovina hidrolisada pela enzima Flavourzyme, que a capacidade
de retencao de agua diminui com o aumento do grau de hidrélise. Os hidrolisados com
GH de 12,8, 20,1 e 35,8% tiveram valores de CRA significativamente inferiores
comparados ao hidrolisado com 5,7% e com a caseina (sem hidrélise). KINSELLA

(1984), citado por este mesmo autor, relatou que a quantidade de agua associada a
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proteina depende de uma série de fatores, destacando a sua composicéo,
conformagéo, numero de grupos polares expostos, presenga de sais, pH, etc, mas
particularmente do tamanho molecular e da capacidade de formagao de rede protéica.
Os hidrolisados de maior grau de hidrélise (menor peso molecular) ndo podem formar
rede, além de apresentar maior concentragdo de grupos hidrofébicos, portanto menor
CRA. A Figura 4.10 apresenta graficamente o comportamento da CRA dos
hidrolisados e de peito e coxa de frango in natura em diferentes valores de pH.
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Figura 4.10 - Capacidade de retencao de agua dos hidrolisados e de peito e coxa de
frango in natura em fung&o do pH do meio. Onde: H1 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir

de peito com Alcalase; H2 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de coxa com Alcalase; H3 =
hidrolisado de alto GH obtido a partir de peito com Alcalase; H1 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de
coxa com Alcalase; H5 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de peito com Flavourzyme; H6 =
hidrolisado de baixo GH obtido a partir de coxa com Flavourzyme; H7 = hidrolisado de alto GH obtido a
partir de peito com Flavourzyme e H8 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de coxa com Flavourzyme.

Observando a Figura 4.10 constatou-se que o pH teve pouca influéncia sobre
os valores de CRA dos hidrolisados obtidos com a Flavourzyme, e menos ainda sobre
os hidrolisados obtidos com Alcalase onde esta propriedade praticamente nao se
manifestou. Os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme, com valores de CRA
na faixa de 2,27 a 4,48 g agua/g proteina, apresentaram comportamentos diferentes
em funcao do pH do meio, verificando-se em alguns casos (H5 e H7) uma pequena
diminuigdo no valor de pH 5 e pequenos aumentos em pH 7. O comportamento da
matéria-prima in natura apresentou-se muito diferente dos hidrolisados, apresentando
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valores de CRA insignificantes em pH 5, aumentos no pH 7 e um grande aumento no
pH 9 para diminuir drasticamente no valor de pH 11. Segundo CANDIDO e
SGARBIERI (2003) a CRA refere-se a habilidade da proteina para absorver e reter
agua frente uma forca gravitacional. Estes autores ressaltaram que proteinas de
pescado nao eram frequentemente usadas como agente retentor de agua, e que o
tratamento enzimatico melhorava ligeiramente a CRA na faixa de pH de 4 a 8, sendo
que um minimo de CRA era observado em pH 4 que coincidia com o pH de minima
solubilidade da proteina concentrada. Eles obtiveram valores de CRA entre 3,5e 4,59
agua/g proteina para os hidrolisados obtidos de tilapia do Nilo com a enzima
Flavourzyme com diferentes GH (2,5 a 14,5%).

CENTENARO (2007) obteve valores de CRA para hidrolisados de corvina
(Micropogonias furnieri) com a enzima Alcalase entre 3,1 e 7 g agua/g proteina, além
de relatar que o musculo in natura deste pescado apresentou menores valores de
CRA comparado com os hidrolisados, em toda a faixa de pH estudada, justificando
que as proteinas nativas possuem menor capacidade de absorver agua que as
proteinas desnaturadas devido a alta hidrofobicidade da superficie da proteina
desnaturada dos hidrolisados que promoveu a formagao de uma matriz protéica capaz
de reter determinada quantidade de 4gua em sua estrutura. Em contrapartida, DINIZ e
MARTIN (1997) verificaram que o controle (que representava a proteina original do
substrato) apresentava valores significantemente maiores de CRA do que os
hidrolisados de carne de tubardo com a enzima Alcalase, presumidamente devido a
hidrofilicidade polar das cadeias laterais da proteina original. De acordo com CLAVER
e ZHOU (2005) o pH afeta a magnitude da rede de moléculas de proteinas, que como
consequéncia, sofre interagdes de atragao e repulsao.

Em nosso estudo as proteinas nativas apresentaram valores maiores de CRA
em relacdo aos hidrolisados somente em pH 9, indicando que a hidrélise enzimatica
com a enzima Flavourzyme melhorou esta propriedade nos diferentes valores de pH,
principalmente quando se compara com baixos valores de CRA no pH 5 (préximo ao
ponto isoelétrico das proteinas da carne de frango). Segundo KRISTINSSON e
RASCO, (2000°) hidrolisados com boa capacidade de retengdo de agua, encontram
aplicacao em varios formulagdes de sistemas carnicos com o objetivo de aumentar o
rendimento de produtos cozidos.
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4.5.2 Propriedades de superficie

4.5.2.1 Capacidade emulsificante (CE)

A Tabela 4.18 apresenta os valores de capacidade emulsificante para os
hidrolisados de baixo e alto grau de hidrélise obtidos a partir da hidrélise das proteinas
de peito e coxa de frango com as enzimas Alcalase e Flavourzyme. Através desta
tabela podemos observar que o maior valor de capacidade emulsificante obtido entre
os hidrolisados, foi de 9 mL de 6leo emulsificado por grama de proteina, apresentado
pelo hidrolisado H5. Maiores valores de CE foram obtidos com a enzima Flavourzyme,
mas somente o hidrolisado H5 apresentou uma diferenga significativa em relacao aos
hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase.

Tabela 4.18 — Valores de capacidades emulsificante obtidos para os hidrolisados
protéicos de carne de frango e para os musculos in natura de peito e coxa de frango.

Amostras Substrato - Enzima GH (%) (mL éleccz/Eg orot)*
H1 Peito - Alcalase 21,85 4,67 ¢
H2 Coxa - Alcalase 20,40 3,50 *
H3 Peito - Alcalase 53,25 5,00
H4 Coxa - Alcalase 37,64 2,00°
H5 Peito - Flavourzyme 14,26 9,00°
H6 Coxa - Flavourzyme 6,34 6,50 °
H7 Peito - Flavourzyme 36,18 5,00 *
H8 Coxa - Flavourzyme 19,85 6,50 °

Peito in. - - 28,33 °
Coxa in. - - 29,502

Letras minGsculas diferentes na vertical indicam haver diferenga significativa (p<0,05) de CE
entre as amostras. GH = grau de hidrélise. * Valor médio de trés determinagdes da mesma
amostra.

Estes maiores valores obtidos pela enzima Flavourzyme pode ser explicado
pela sua diferente especificidade em relacdo a Alcalase. Segundo SOARES (2006) o
grau de hidrolise e a especificidade da enzima sao fatores que influenciam muito nas
propriedades emulsificantes. Dos hidrolisados produzidos por ROMAN e SGARBIERI
(2005) apenas o de menor grau de hidrélise (5,7%) apresentou propriedades
emulsificantes, comparados com hidrolisados de maior grau de hidrélise (12,8 e
20,1%). Estes autores ressaltaram que a hidrélise parcial das proteinas geralmente
aumenta o nimero de grupos polares e hidrofilicos, diminuindo o peso molecular, o
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que altera a estrutura globular das proteinas, podendo expor maior nimero de grupos
hidrofébicos; eles informaram ainda que uma hidrélise extensiva das proteinas
resultava em uma drastica perda das propriedades funcionais de superficie.

Conforme foi observado nesse trabalho, a enzima Flavourzyme apresentou
maiores valores de capacidade emulsificante. SMYTH e FITZGERALD (1998)
observaram diferentes caracteristicas nos hidrolisados obtidos a partir de proteina de
soro com diferentes enzimas proteoliticas, onde os hidrolisados obtidos com a enzima
Alcalase apresentavam apenas 36,84% dos peptideos com massa molecular maior
que 10kDA apdés 30 minutos de hidrolise, enquanto a enzima Flavourzyme
apresentava 60,14% dos peptideos com massa molecular maior que 10kDA apés 30
minutos de hidrélise. Porém, estes autores ressaltaram que uma hidrélise extensiva
com a enzima Flavourzyme, devido a sua atividade exopeptidase resultaria em niveis
altos de aminoécidos livres e em peptideos com menores niveis de hidrofobicidade em
relacdo a Alcalase.

Considerando o corte de carne de frango observou-se que para os hidrolisados
com Alcalase a coxa teve uma influéncia maior na redugdo da capacidade
emulsificante de 3,50 para 2,00 mL 6leo/ g proteina com o aumento do GH de 20,40
para 37,64% do que o peito que ndo apresentou redugdo com o aumento do de GH,
sendo que em ambos os casos nao houve uma diferenca significativa. Contrariamente,
para os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme, o peito foi o corte que
apresentou um efeito maior na reducdo da CE com o aumento do GH, sendo que o
valor obtido pelo hidrolisado H5 foi o maior desta propriedade comparado com todos
os outros hidrolisados. SUROWKA e FIK (1992) estudaram a recuperacdo de
proteinas de cabegas de frango com a enzima Neutrase, e observaram que as
proteinas musculares apresentavam melhores propriedades emulsificantes que as
proteinas do tecido conectivo. Nosso estudo concorda com este trabalho, ja que em
geral, obtiveram-se maiores valores de CE com peito de frango, que é o corte que
possui menor quantidade de tecido conectivo comparado com a coxa.

Todos os hidrolisados protéicos apresentaram valores significantemente
menores em relagdo a matéria-prima in natura que emulsificou praticamente todo o
6leo adicionado (Figura 4.11). Comportamento semelhante foi encontrado por
CENTENARO (2007) que também obteve uma maior CE para o musculo de corvina in
natura (Micropogonias furnieri) 18,79 mL éleo/ g prot, enquanto os hidrolisados obtidos
com a enzima Alcalase apresentaram valores entre 6 e 12,95 mL éleo/ g prot. Ja
GOVINDARAJU e SRINIVAS (2006) hidrolisaram uma fragcdo protéica de farinha
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desengordurada de amendoim com diferentes enzimas proteoliticas, e todos os
hidrolisados apresentaram valores de capacidade emulsificante maiores que o controle
em valores de grau de hidrolise entre 3 e 5%, no entanto, com uma hidrélise extensiva,
eles verificaram que a capacidade emulsificante dos hidrolisados reduzia
significantemente em relagcdo ao musculo sem hidrélise. ADLER-NISSEN e OLSEN
(1979), citados por MAHMOUD (1994), também observaram um aumento significante
na capacidade emulsificante de proteina de soja hidrolisada por uma protease fungica
um valor de GH de 5%, mas com a prolongacdo da hidrélise a capacidade

emulsificante decaia substancialmente.
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Figura 4.11 — Capacidade emulsificante (%) apresentada pelos hidrolisados e pelo

peito e coxa de frango in natura. Onde: H1 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de peito com
Alcalase; H2 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de coxa com Alcalase; H3 = hidrolisado de alto GH
obtido a partir de peito com Alcalase; H1 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de coxa com Alcalase;
H5 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de peito com Flavourzyme; H6 = hidrolisado de baixo GH
obtido a partir de coxa com Flavourzyme; H7 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de peito com
Flavourzyme e H8 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de coxa com Flavourzyme.

Observando a Tabela 4.18 constatou-se que com o aumento do grau de
hidrélise dos hidrolisados houve uma diminuicdo de capacidade emulsificante dos
hidrolisados em alguns casos, mas somente o hidrolisado H5 (de baixo GH)
apresentou uma reducao significativa de capacidade emulsificante em relagdo ao H7
(de alto GH). Este efeito pode ser explicado através do trabalho de MAHMOUD et al.
(1992), onde estes autores relataram que a hidrofobicidade parecia ser o principal fator
que influenciava as propriedades emulsificantes de hidrolisados de caseina com a
enzima pancreatina, sendo que o efeito global da hidrélise enzimética apresentava
uma diminuicdo na hidrofobicidade com o aumento do GH, porém inicialmente a
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caseina com 24% de GH resultava em uma redugdo relativamente pequena na
hidrofobicidade. MAHMOUD (1994) relatou que os peptideos devem apresentar um
tamanho minimo de 20 residuos em sua cadeia, para possuirem uma boa capacidade
emulsificante. Embora pequenos peptideos difundam-se rapidamente e adsorvam-se
na interface, eles sdo menos eficientes em reduzir a tensao interfacial porque eles néo
podem desdobrar-se e reorientar-se na interface como as proteinas. Este autor ainda
ressalta que diferentes proteases irdo liberar diferentes peptideos, devido a sua
especificidade, produzindo diferentes valores de capacidade emulsificante.

LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999) reportaram que a habilidade de uma
proteina interagir com 6leo ou com outra molécula de proteina, para formar uma
camada interfacial, depende de sua flexibilidade e acessibilidade da superficie dos
grupos expostos para interagcdo, sendo isto relacionado em particular com interacdes
hidrofébicas. Através de uma hidrélise enzimatica, muitos grupos hidrofébicos das
proteinas poderiam ser expostos para a superficie na forma de peptideos. De acordo
com KIM et al. (1990), citados por ELIZALDE ef al. (1996), o tratamento com enzimas
proteoliticas aumentava a capacidade de emulsificagdo de proteinas de isolado de
soja, dependendo da enzima utilizada e da duragédo do tratamento. QI et al. (1997)
reportaram que, o aumento da hidrofobicidade apds a hidrélise das proteinas de
isolado de soja com pancreatina, poderia ser a razdo principal para o aumento da
absorcao de proteina e contelido de éleo, devido ao aumento da interagao entre os
grupos hidrofdbicos e o 6leo, resultando em melhores propriedades emulsificantes.
Estes autores verificaram que se obtinham propriedades emulsificantes ideais com um
maximo de 15% de GH, acima deste valor a atividade emulsificante dos hidrolisados
decaia. Eles ainda relatam que 6timas propriedades emulsificantes de caseina
hidrolisada com tripsina eram observadas com um GH de 8% e que as propriedades
emulsificantes decaiam quando o GH alcancava 9,9%.

Varias hipéteses sugerem que a hidrofobicidade de superficie € uma das
caracteristicas de maior influéncia para definir o comportamento das proteinas e,
consequentemente, suas propriedades de emulsificacdo e formagdo de espuma. A
capacidade emulsificante das proteinas depende de um satisfatério balango entre
caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, em lugar de somente um valor elevado de cada
caracteristica. No entanto, a estabilidade das emulsées nao depende deste balanco,
mas da magnitude das caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas das proteinas
(MAHMOUD, 1994).
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Devido a baixa capacidade emulsificante apresentada pelos hidrolisados
obtidos nesse trabalho, ndo se pode esperar que eles sejam bons aditivos funcionais
para alimentos, como por exemplo, alimentos do tipo salsicha.

4.5.2.2 Capacidade de retencao de 6leo (CRO)

Através da Tabela 4.19 observamos os valores obtidos de capacidade de
retencao de 6leo dos hidrolisados de baixo e alto grau de hidrélise obtidos a partir da
hidrélise das proteinas de peito e coxa de frango com as enzimas Alcalase e

Flavourzyme.

Tabela 4.19 — Valores de capacidade de retencao de 6leo obtidos para os hidrolisados
protéicos de carne de frango e para os musculos in natura de peito e coxa de frango.

Amostras Substrato - Enzima GH (%) (mL élgg;g orot)*
H1 Peito - Alcalase 21,85 3,972
H2 Coxa - Alcalase 20,40 1,33°¢
H3 Peito - Alcalase 53,25 3,57 ¢
H4 Coxa - Alcalase 37,64 1,33 °¢
H5 Peito - Flavourzyme 14,26 3,672
H6 Coxa - Flavourzyme 6,34 2,50°
H7 Peito - Flavourzyme 36,18 3,502
H8 Coxa - Flavourzyme 19,85 2,50 °

Peito in. - - 3,33°
Coxa in. - - 1,17°

Letras mindsculas diferentes na vertical indicam haver diferenga significativa (p<0,05) de
CRO entre as amostras. GH = grau de hidrélise. * Valor médio de trés determinagdes da
mesma amostra.

Observando a Tabela 4.19 verificou-se que o0s valores de capacidade de
retencgéo de éleo dos hidrolisados obtidos com peito de frango para ambas as enzimas,
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante entre si, sendo que para os
hidrolisados obtidos com coxa de frango observou-se uma diferenca significativa entre
os hidrolisados obtidos com as diferentes enzimas, onde os valores de CRO para
Flavourzyme foram maiores que para Alcalase. Resultados semelhantes foram
encontrados por CENTENARO (2007) que obteve valores de CRO de hidrolisados
com a enzima Alcalase entre 1,12 e 3,90 mL 6leo/ g prot, sendo todos valores
inferiores ao musculo in natura de corvina (Micropogonias furnieri) utilizado, que
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apresentou um valor de 6,3 mL 6leo/ g prot. GBOGOURI et al. (2004) avaliaram as
propriedades funcionais das proteinas hidrolisadas de cabegas de salmdo com a
enzima Alcalase e observaram que os valores obtidos de CRO para os hidrolisados
com valores de GH de 11,5% e 17,3% apresentavam valores de 2,8 e 3,55 g 6leo/ g
proteina respectivamente, sendo estes valores de CRO maiores que o padrdo de
caseinato de sédio de 2,33 g dleo/ g proteina, mas todos inferiores ao valor
apresentado pela proteina nao hidrolisada das cabegas de salméo (10,67 g 6leo/ g
proteina). J& SANTOS (2006) encontrou valores de CRO de hidrolisados protéicos de
cabrina (Prionotos punctatus) com as enzimas Alcalase e Flavourzyme ( 45,05 e 55,23
g 6leo/ 100 g amostra) maiores em relagao a matéria-prima utilizada (7,30 g éleo/ 100
g amostra). FONKWE e SINGH hidrolisaram residuos de carne mecanicamente
separada de peru com papaina, e obtiveram um produto pobre em CRO, com um valor
de aproximadamente 1 mL por grama de hidrolisado.

Todos os hidrolisados obtidos com peito de frango apresentaram uma CRO
significativamente maior dos que os hidrolisados de coxa de frango independente do
GH. Comparando os valores de CRO da carne in natura com os hidrolisados verificou-
se que o peito in natura ndo apresentou uma diferenga significativa com os
hidrolisados de peito de frango para ambas as enzimas, 0 que demonstrou nao haver
influéncia do grau de hidrélise nesta propriedade nas condigbes estudadas. Por outro
lado, a coxa in natura nao apresentou uma diferenga significativa com os hidrolisados
obtidos com a enzima Alcalase. Porém verificou-se uma diferenga significante entre
coxa in natura e os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme, obtendo-se
valores maiores de CRO para os hidrolisados quando comparados a matéria-prima,
demonstrando que neste caso houve um efeito benéfico da hidrélise enzimatica nesta
propriedade.

O grau de hidrélise ndo apresentou nenhum efeito na capacidade de retencao
de 6leo dos hidrolisados, sendo que os hidrolisados de baixo grau de hidrélise (H1, H3,
H5 e H7) ndo apresentaram diferenga significativa em relagdo aos hidrolisados de alto
grau de hidrélise correspondentes (H2, H4, H6 e H8). DINIZ e MARTIN (1997)
obtiveram reduzidos valores de CRO para hidrolisados de proteina de tubardo com a
enzima Alcalase, embora as amostras com GH de 13,0 e 18,8% tenham apresentado
maiores valores de CRO do que com GH de 6,5% (isto ndo apresentava diferenca
significativa). Segundo QI et al. (1997) o aumento da hidrofobicidade das proteinas
poderia ser devido a exposi¢ao de grupos hidrofébicos resultantes do desdobramento
durante a hidrélise da proteina. Em geral, grupos hidrofébicos estao localizados no
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interior da estrutura de proteinas nativas. Apés uma parcial hidrélise pelas enzimas,
alguns dos grupos hidrofébicos poderiam ser expostos, resultando em um aumento da
hidrofobicidade. O aumento de grupos hidrofdbicos facilitaria as interagdes entre
grupos hidrofébicos e 6leo.

Em nosso trabalho, se verificou uma melhoria desta propriedade somente nos
hidrolisados de coxa com a enzima Flavourzyme, que apresentaram um aumento nos

valores de CRO em relacao a carne in natura.

4.5.2.3 Propriedades espumantes

4.5.2.3.1 Capacidade de formacao de espuma (CFE)

A Tabela 4.20 apresenta os valores de capacidade de formacao de espuma
(CFE) dos hidrolisados de baixo e alto grau de hidrélise obtidos a partir da hidrélise
das proteinas de peito e coxa de frango com as enzimas Alcalase e Flavourzyme.

Tabela 4.20 — Valores de capacidade de formacéo de espuma (CFE) dos hidrolisados

protéicos e dos musculos in natura de peito e coxa de frango.

Amostras Substrato - Enzima GH (%) CFE (%)*
H1 Peito - Alcalase 21,85 18,0
H2 Coxa - Alcalase 20,40 12,0
H3 Peito - Alcalase 53,25 57,3¢
H4 Coxa - Alcalase 37,64 10,0 °
H5 Peito - Flavourzyme 14,26 12,0 ™
H6 Coxa - Flavourzyme 6,34 10,0 °
H7 Peito - Flavourzyme 36,18 16,0 ™
H8 Coxa - Flavourzyme 19,85 12,0

Peito in. - - 15,0 o

Coxain. - - 20,0°

Letras minasculas diferentes na vertical indicam haver diferenga significativa (p<0,05) de CE
entre as amostras. GH =grau de hidrélise. * Valor médio de trés determinagdes da mesma
amostra.

Observando a Tabela 4.20 constatou-se que os hidrolisados apresentaram
valores de formacdo de espuma variando na faixa de 10 a 18%, e que somente o
hidrolisado H3 obtido com peito de frango com a enzima Alcalase apresentou um valor
maior (57,3%), que se diferenciou do resto dos hidrolisados e da matéria-prima in

natura. Nenhum dos hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme apresentaram
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valor superior a 16% de capacidade de formacédo de espuma. SUROWKA e FIK (1992)
estudaram a recuperacao de proteinas de cabecas de frango com a enzima Neutrase
e oObservaram que o produto estudado apresentava moderadas propriedades
espumantes. Segundo CANDIDO et al. (1998) para formar espuma, a proteina deve se
difundir na interface ar/agua e se reorientar de forma a baixar a tenso interfacial e se
polimerizar. Neste processo, deve ser considerada a tensao interfacial, a viscosidade,
a solubilidade e a hidrofobicidade da proteina.

Considerando o corte de carne de frango verificou-se que os hidrolisados
obtidos com o0 peito apresentaram valores ligeiramente superiores de formagéao de
espuma quando comparados com os hidrolisados que utilizaram coxa, sendo que o
hidrolisado obtido com peito de frango utilizando a enzima Alcalase (H3) apresentou
um valor significativamente bem superior aos demais hidrolisados. O grau de hidrélise
apresentou influéncia leve na capacidade de formagao de espuma. Os hidrolisados
apresentaram valores semelhantes independentes do GH. Somente pdde-se constatar
uma influéncia clara do GH no hidrolisado de peito de frango com Alcalase (H3), com
uma elevada CFE e com um alto GH comparado com o hidrolisado H1 elaborado de
peito de frango com a enzima Alcalase. Neste caso o GH teve uma influéncia positiva
e direta nesta propriedade. GOVINDARAJU e SRINIVAS (2006) obtiveram valores de
CFE em torno de 46% para hidrolisados de farinha desengordurada de amendoim com
a enzima Alcalase em valores de GH entre 3 e 5%, apresentando uma estabilidade de
36% apds uma hora de repouso. Porém, apos uma extensiva hidrélise o valor de CFE
caiu para 23% e a estabilidade foi reduzida para 8,63%.

O peito de frango in natura apresentou uma CFE de 15% que nao se
diferenciou dos hidrolisados de peito, exceto o hidrolisado H3 que apresentou um valor
bem superior de CFE. A coxa de frango in natura apresentou um valor superior de
CFE com relagao ao peito in natura e também a todos os hidrolisados indicando que a
hidrélise enzimatica ndo teve uma influéncia positiva nesta propriedade. CENTENARO
(2007) obteve maiores valores de CFE, a partir de hidrolisados com menores valores
de grau de hidrélise, chegando a uma CFE de 38% a partir do hidrolisado de corvina
com 12,18% de GH. HRCKOVA et al. (2002) obtiveram maiores valores de CFE com
hidrolisados de farinha desengordurada de soja a partir da enzima Alcalase, do que
com a enzima Flavourzyme, mas os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme
apresentavam maior estabilidade. Estes autores observaram que, em geral, o
tratamento enzimatico aumentou a CFE, mas a estabilidade da espuma era reduzida
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marcadamente em cada instante, indicando que para uma boa estabilidade é
necesséria uma proteina parcialmente hidrolisada.

4.5.2.3.2 Estabilidade de espuma (EESs)

A Tabela 4.21 apresenta os valores da estabilidade da espuma referente aos
hidrolisados e as matérias-primas utilizadas no processo de hidrélise enzimatica. A
Figura 4.21 representa graficamente o comportamento apresentado por estes
hidrolisados e suas matérias-primas in natura.

Tabela 4.21 — Estabilidade de espuma (EEs) formada pelos hidrolisados protéicos e
pelos musculos in natura dos cortes de frango ao longo do tempo.

Estabilidade da espuma (%)*

Amostra ) ) ] i )
1 min 5 min 10 min 30 min 60 min

H1 704"  481° 40,7 ° 37,0° 37,08
H2 833" 667" 66,7 © 66,7 ° 58,3 B
H3 91,8% 805° 66,6 ° 66,6 ° 62,6 °
H4 80,0 6508 61,18 58,3 8 56,18
H5 83,3* 600" 33,3° 5,6° 0,0°
H6 850" 700"  550°8° 40,0 °° 25,0 °
H7 869" 5478 41,08 36,3° 36,3°
H8 833" 66,78 66,7 ° 66,7 ° 66,7 °
Peito in. 80,0" 66,78 53,3 ¢ 53,3 © 43,3°
Coxa in. 100,0* 100,0* 92,5° 92,5° 90,0°

Letras maiusculas diferentes na vertical indicam haver diferenga significativa (p<0,05) de
EEs ao longo do tempo. * Valor médio de trés determinagdes da mesma amostra.
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Figura 4.12 — Estabilidade de espuma apresentada pelos hidrolisados protéicos e
pelos musculos in natura dos cortes de frango ao longo do tempo. Onde: H1 = hidrolisado

de baixo GH obtido a partir de peito com Alcalase; H2 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de coxa
com Alcalase; H3 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de peito com Alcalase; H1 = hidrolisado de alto
GH obtido a partir de coxa com Alcalase; H5 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de peito com
Flavourzyme; H6 = hidrolisado de baixo GH obtido a partir de coxa com Flavourzyme; H7 = hidrolisado de
alto GH obtido a partir de peito com Flavourzyme e H8 = hidrolisado de alto GH obtido a partir de coxa
com Flavourzyme.

Através da Tabela 4.21 e da Figura 4.12 podemos observar que em relagao a
estabilidade da espuma apresentada pelos hidrolisados, o hidrolisado H8 foi o que
apresentou uma maior estabilidade, sendo que ap6és um minuto de repouso, sua
espuma nao apresentou nenhuma redugao, porém este hidrolisado apresentou baixa
capacidade de formagao de espuma. O hidrolisado H5 foi 0 que apresentou a menor
estabilidade de espuma, chegando a zero ao final de 60 minutos de repouso. Todos 0s
hidrolisados obtidos apresentaram redugdes significativas ao longo do tempo, sendo
que os hidrolisados H1, H2, H4, H7 e H8, ndo apresentaram uma redugéo significativa
apds 1 minuto de repouso, indicando uma boa estabilidade espumante.

Comparando a estabilidade de espuma da matéria-prima in natura, verificou-se
que a coxa apresentou uma estabilidade bem superior ao peito, que se mostrou
menos estavel. Esta caracteristica também foi apresentada pelos hidrolisados, sendo
que aqueles obtidos a partir de peito (H1, H3, H5 e H7) desenvolveram uma
diminuicdo acentuada dos valores de estabilidade ao longo do tempo, quando
comparados com os hidrolisados obtidos de coxa de frango, que se mostraram mais
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estaveis. CENTENARO (2007) obteve hidrolisados enziméticos de corvina com
excelente estabilidade espumante, sendo que apds 60 minutos de repouso, a espuma
nao apresentou redugao inferior a 95% em nenhum dos hidrolisados nem no musculo
de corvina in natura. Em relagdo ao GH dos hidrolisados juntamente com a enzima
utilizada, os hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase de baixo (H2) e de alto (H3 e
H4) grau de hidrolise e os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme com alto
GH (H7 e H8), apresentaram espumas mais estaveis do que os demais hidrolisados.

DINIZ e MARTIN (1997) relataram que dispersdes protéicas causam uma
redugdo na tensao superficial da interface ar-agua, aumentando assim a capacidade
de formagédo de espuma. Estes autores sugeriram que uma elevacdo na atividade
superficial, provavelmente devido ao maior nimero de cadeias polipeptidicas que
surgem da protedlise parcial, permite que mais ar seja incorporado a mistura. De
acordo com CLAVER e ZHOU (2005) o tratamento enzimatico aumenta a formacgao de
espuma, mas a estabilidade espumante é marcadamente reduzida em cada instante.
ROMAN e SGARBIERI (2005) também observaram, em seu estudo sobre as
propriedades funcionais de caseina bovina hidrolisada pela enzima Flavourzyme que a
estabilidade da espuma diminui e a capacidade de formac¢ao de espuma aumenta com
0 aumento do grau de hidrélise, sugerindo que as propriedades moleculares afetam a
capacidade de formacdo e a estabilidade de espuma dos hidrolisados de forma
diferente. Estes autores relataram que apesar de pequenos peptideos se difundirem
rapidamente na interface e serem adsorvidos, eles foram menos eficientes na reducao
da tensdo superficial, por dificuldade de se reorientarem na interface agua-ar e
formarem uma membrana continua visco-elastica. Nosso resultados concordam em
parte com estes autores, no que diz respeito a CFE dos hidrolisados. Constatamos
que o hidrolisado de maior GH (H3), apresentou a maior formagao de espuma com
uma alta estabilidade, inferior apenas ao hidrolisado H8 que apresentou uma baixa
capacidade de formagao de espuma.

Se compararmos a estabilidade de espuma dos hidrolisados com a carne in
natura verifica-se que a coxa de frango apresentou os valores mais altos ao longo dos
60 minutos, valores superiores que o peito. Esta caracteristica se relacionou com os
hidrolisados obtidos, conferindo aos hidrolisados de coxa com alto e baixo grau de
hidrélise (H2, H6 E H8) espumas com maior estabilidade que os hidrolisados de peito
com alto e baixo grau de hidrélise (H1, H5 e H7). Apenas os hidrolisados H3 e H4
apresentaram comportamento contrario, mas com pouca diferenca entre suas
estabilidades. De acordo com LICEAGA-GESUALDO e LI-CHAN (1999) a hidrélise de
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proteinas produz uma gama de peptideos que possuem alternada hidrofobicidade,
equilibrio de cargas e conformagao diferentes comparados com a molécula nativa.
Esta redugdo no peso molecular os torna mais flexiveis formando uma camada
interfacial estavel e aumentando a taxa de difusdo para a interface, melhorando as
propriedades espumantes. Estes autores ainda relataram que as proteinas que
mantém a sua estrutura terciaria na interface, apresentardo uma extensiva rede
intermolecular (interagdes proteina-proteina), formando filmes fortes que resultardo em
uma espuma mais estavel. As caracteristicas estruturais das proteinas, como baixo
peso molecular, contribuem para a rapida formagao de espuma, mas elas podem nao
ser ideais na formacdo das interacOes proteina-proteina que originam espumas
estaveis. Isto vem a concordar por que a coxa in natura apresentou baixa formagao de
espuma, porém a maior estabilidade se comparada com as demais amostras.
Segundo SGARBIERI (1998) a capacidade de formar espuma estavel em presenca de
ar, € uma propriedade funcional importante das proteinas em muitos produtos
alimenticios do tipo bolos de anjo, suspiros, suflés, véarios tipos de coberturas de bolos
e sobremesas, além de bebidas como as cervejas.

4.6 Digestibilidade in vitro

A Tabela 4.22 apresenta os valores de digestibilidade dos hidrolisados de baixo
e alto grau de hidrélise obtidos a partir da hidrélise das proteinas de peito e coxa de
frango com as enzimas Alcalase e Flavourzyme. Podemos observar através da Tabela
4.22 que os hidrolisados com maiores GH obtidos com a enzima Alcalase (H3 e H4)
foram os que apresentaram um valor de digestibilidade significativamente maior que
as demais amostras. Os hidrolisados de alto GH obtidos com a enzima Flavourzyme
também apresentaram maiores valores de digestibilidade comparados com os
hidrolisados de menor GH elaborados com as respectivas matérias-primas, ndo sendo
significativa a diferenca para o hidrolisado de coxa de frango. CENTENARO (2007)
constatou uma relagéo direta do GH com a digestibilidade para os hidrolisados de
corvina (Micropogonias furnieri) obtidos com a enzima Alcalase. Os hidrolisados com
alto GH apresentaram altos valores de digestibilidade, superiores a 96%, e 0s
hidrolisados com baixo GH apresentaram menores valores de digestibilidade. Este
autor ainda salientou que moléculas protéicas de menores pesos moleculares séo
facilmente digeridas pelas enzimas do trato digestivo, aumentando sua absorgao e

valor nutritivo.
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Tabela 4.22 - Digestibilidade in vitro dos hidrolisados de carne de frango e dos cortes

in natura.

Amostra Substrato - Enzima GH (%) Digestibilidade (%)
H1 Peito - Alcalase 21,85 81,75°
H2 Coxa - Alcalase 20,40 82,52°
H3 Peito - Alcalase 53,25 97,76 ¢
H4 Coxa - Alcalase 37,64 93,70 @
H5 Peito - Flavourzyme 14,26 71,90 ¢
H6 Coxa - Flavourzyme 6,34 75,45
H7 Peito - Flavourzyme 36,18 84,18°
H8 Coxa - Flavourzyme 19,85 78,80

Peito in. - - 84,77 °

Coxa in. - - 82,56 °

Letras minusculas diferentes na vertical indicam haver diferenga significativa (p<0,05) de
digestibilidade entre as amostras. GH =grau de hidrélise. * Valor médio de trés
determinagbes da mesma amostra.

ABDUL-HAMID et al. (2002) encontraram valores de digestibilidade in vitro
para hidrolisados protéicos de tilapia negra (Oreochromus mossambicus) com a
enzima Alcalase proximos aos encontrados em nosso estudo, onde obtiveram valores
de digestibilidade entre 88,4 e 92%. CANDIDO E SGARBIERI (2003) avaliaram
nutricionalmente duas fragbes protéicas, ap6s a hidrélise de tilapia do Nilo
(Oreochromus niloticus) com a enzima Flavourzyme, com um GH de 25%, uma soluvel
e outra insollvel, e obtiveram elevados valores de digestibilidade, 95,4 e 93,8%
respectivamente.

Os hidrolisados de baixo GH obtidos com a enzima Flavourzyme apresentaram
valores de digestibilidade significativamente menores em relagdo a matéria-prima in
natura. Como estes hidrolisados provavelmente apresentam peptideos de maior peso
molecular, estes podem ter sofrido certo grau de desnaturagdo durante o processo de
secagem, acarretando em perda nutricional, que se manifestou em menor
digestibilidade. Segundo SGARBIERI (1996) a desnaturacado das proteinas tende a
melhorar a digestibilidade, por facilitar a agcao proteolitica das enzimas digestivas,
porém, com a desnaturagado, principalmente sob a agdo do calor, promovem-se
reacoes e/ou interagbes da proteina com outros componentes do alimento, podendo
resultar em decréscimo da digestibilidade. BHASKAR et al. (2007) constataram que
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uma menor digestibilidade da proteina hidrolisada de visceras de ovelha, comparada
com uma proteina pura como a caseina, poderia ter sido devido a efeitos causados
pelo contetido de gordura presente na amostra e pelas condi¢gdes de processamento.

Os valores relativamente elevados de digestibilidade encontrados nesse
trabalho, tornam a proteina hidrolisada de carne de frango um satisfatério suplemento
nutricional em varios produtos alimenticios, pois observou-se que os hidrolisados com
maiores valores de GH apresentaram elevada digestibilidade.

Através de uma avaliagdo global das propriedades funcionais dos hidrolisados
obtidos de carne de frango com as enzimas Alcalase e Flavourzyme com diferentes
graus de hidrélise, observa-se que para os hidrolisados obtidos com Alcalase
obtiveram-se maiores valores de solubilidade, capacidade de formagédo de espuma,
estabilidade espumante e de digestibilidade do que os hidrolisados obtidos com a
enzima Flavourzyme, o que também esta relacionado com os valores de grau de
hidrélise maiores apresentados pela enzima Alcalase. J& os hidrolisados obtidos com
a enzima Flavourzyme, contrariamente, apresentaram maiores valores de capacidade
de retengao de agua e das propriedades emulsificantes.

Considerando os hidrolisados com relagdo as matérias-primas in natura,
conseguiram-se aumentos de solubilidade nos hidrolisados obtidos com Alcalase,
tanto para o peito quanto para coxa de frango. Os hidrolisados obtidos com a enzima
Flavourzyme apresentaram pequenos aumentos de capacidade de retengdo de agua
quando comparados com a matéria-prima in natura. A capacidade emulsificante dos
hidrolisados foi menor que a da matéria-prima, obtendo os hidrolisados com
Flavourzyme valores superiores aos apresentados pelos hidrolisados com Alcalase.
Para a capacidade de retengao de 6leo, ndo houve grande variagéo dos valores desta
propriedade entre os hidrolisados e a matéria-prima, apresentando os hidrolisados
com Flavourzyme pequenos aumentos, maiores nos elaborados com coxa de frango.
Na capacidade de formagao de espuma, os hidrolisados nao apresentaram aumento
dos valores desta propriedade, exceto para o hidrolisado de peito com Alcalase, que
atingiu 185% do valor de CFE apresentado pelo peito in natura. Em relagcdo a
estabilidade espumante a coxa in natura foi a que apresentou os maiores valores.
Considerando a digestibilidade, os hidrolisados obtidos mediante o uso de Alcalase
com alto grau de hidrélise foram os que apresentaram valores maiores de
digestibilidade quando comparados & matéria-prima. E importante lembrar que os
hidrolisados foram submetidos a uma etapa de secagem que deve ter influenciado
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nesta propriedade e com mais intensidade nos hidrolisados obtidos com Flavourzyme
gue nao conseguiram obter valores de digestibilidade superiores & matéria-prima.

O importante nesses resultados foi a obtencao de hidrolisados com diferentes
propriedades funcionais, em alguns casos, com melhores propriedades que a matéria-
prima in natura. O fato de se ter conseguido hidrolisados com diferentes propriedades
funcionais reside principalmente pelo modo de agéo proteolitica da Alcalase e da
Flavourzyme. Observou-se que os hidrolisados obtidos com a enzima Alcalase,
apresentaram valores de grau de hidrélise altos, o que favoreceu as propriedades
ligadas a solubilidade, ou seja, relacionadas com as caracteristicas hidrofilicas das
proteinas. Por outro lado, os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme,
apresentaram valores de grau de hidrélise baixos, o que favoreceu as propriedades
emulsificantes, ou seja, ligadas as caracteristicas hidrofébicas das proteinas. Estas
diferengas entre os hidrolisados devem-se primeiramente a matéria-prima (peito e
coxa), e com certeza a diferente maneira de atuagdo das enzimas utilizadas, a sua

diferente especificidade pelo substrato e a diferente atividade proteolitica.
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5. CONCLUSAO

Obteve-se hidrolisados enzimaticos de peito e coxa de frango com diferentes
valores de grau de hidrélise, maiores para os obtidos com a enzima Alcalase
comparados com aqueles obtidos com a enzima Flavourzyme.

As variaveis concentragdo de substrato, concentragao de enzima e tempo de
hidrélise apresentaram na maioria dos ensaios de hidrolise efeitos significativos no
grau de hidrélise das proteinas, permitindo a obtengdo de modelos matematicos
preditivos que relacionaram a varidvel resposta com as varidveis independentes.

O comportamento dos hidrolisados na operagdo de secagem apresentou-se
diferente em relacdo a enzima utilizada e ao grau de hidrolise, sugerindo uma
influéncia do tamanho molecular dos peptideos, da concentragao de proteinas e outros
componentes, nos hidrolisados Umidos.

Os hidrolisados obtidos pela hidrélise com enzima Alcalase apresentaram
maiores valores de solubilidade, de capacidade de formagéo e estabilidade de espuma
e de digestibilidade que os hidrolisados obtidos com a enzima Flavourzyme, que
apresentaram maiores valores de capacidade de retencdo de agua, de capacidade
emulsificante e de capacidade de retengao de 6leo.

O grau de hidrolise mostrou uma relagédo direta com a solubilidade, a
digestibilidade, a capacidade de formagao de espuma e de estabilidade de espuma, e
uma relagado inversa com a capacidade de retengdo de agua e com a capacidade
emulsificante. Nao foi possivel observar uma relagao clara do grau de hidrolise com a
capacidade de retencao de 6leo.

Com relacao a matéria-prima in natura, os hidrolisados apresentaram diferente
comportamento das propriedades funcionais. A solubilidade, a estabilidade de espuma
e a digestibilidade apresentaram acréscimos nos valores dos hidrolisados, indicando
um efeito positivo da hidrélise das proteinas nestas propriedades. Por outro lado, a
capacidade de retencdo de 6leo e a capacidade de formagdo de espuma dos
hidrolisados mostraram pouca alteragdo com relagdo a matéria-prima in natura,
enquanto a capacidade emulsificante dos hidrolisados diminuiu, mostrando um efeito
negativo da hidrélise nesta propriedade.

Os hidrolisados apresentaram diferentes caracteristicas que se relacionaram
com o tipo de matéria-prima e a enzima utilizada, resultando em propriedades
funcionais diferenciadas que permitem direciona-los para a aplicagdo como
ingredientes de produtos alimenticios, dependendo do efeito tecnoldgico desejado.
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ANEXO A

Tabela A.1: Coeficientes de regressao obtidos para o0 modelo de GH em peito de
frango com a enzima Alcalase.

Fatores Coeficientes ~ Lim. de Lim. de
de regresséo Erro padrao | 1(2) P-valor | . nf.-95% |conf. +95%

Mean/Interc. 33,08884 | 0,158412 | 208,879 |0,000023 | 32,40724 | 33,77043
(1)[S] (%pN)(L) | -9,10407 | 0,074435 | -122,309 | 0,000067 | -9,42434 | -8,78380
[S] (%p/V)(Q) 2,18979 | 0,082003 | 26,704 | 0,001399 | 1,83696 | 254262
(2)[E] (%p/p)(L) | 1,96488 | 0,074435 | 26,397 |0,001432 | 1,64461 | 228515

[E] (%p/p)(Q) | -1,20626 | 0,082003 | -14,710 |0,004590 | -1,55909 | -0,85342
(3)t (min)(L) 0,98376 | 0,074435 | 13,216 |0,005676 | 0,66349 | 1,30403
t (min)(Q) -1,32141 | 0,082003 | -16,114 |0,003829 | -1,67424 | -0,96857
1L by 2L -2,37500 | 0,097211 | -24,431 |0,001671 | -2,79327 | -1,95673
1L by 3L -0,43250 | 0,097211 | -4,449 [0,046987 | -0,85077 | -0,01423

Tabela A.2: Coeficientes de regressao obtidos para 0 modelo de GH em coxa de
frango com a enzima Alcalase.

Fatores Coeficientes ~ Lim. de Lim. de
de regressao Erro padréo 12) p - valor conf. -95% | conf. +95%

Mean/Interc. | 29,48176 | 0,208228 | 141,5842 | 0,000050 @ 28,58583 | 30,37770
(1)[S] (%pN)(L)| -6,65634 | 0,232423 | -28,6389 | 0,001217 | -7,65637 | -5,65630
(3)t(min) (L) 2,15751 0,232423 | 92827 |0,011407 | 1,15747 | 3,15755

Tabela A.3: Coeficientes de regressao obtidos para 0 modelo de GH em coxa de

frango com a enzima Flavourzyme.

Fatores Coeficientes ~ Lim. de conf.| Lim. de
de regressao Erro padréo 1(2) p - valor -95% conf. +95%

Mean/Interc. | 17,14717 | 0,160065 | 107,1264 | 0,000087 | 16,45846 | 17,83587
(N[S] (%pi)(L) | -1,85090 0,131579 | -14,0668 | 0,005016 | -2,41704 | -1,28476
(2)[E] (%plp)(L)|  3,29327 0,131579 | 25,0288 | 0,001593 | 2,72713 | 3,85941

[E] (%p/p)(Q) | -0,98732 0,134906 | -7,3186 | 0,018163 | -1,56778 | -0,40687

(3)t(min) (L) 1,31877 0,131579 | 10,0227 | 0,009809 | 0,75263 | 1,88491
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Figura B.1 — Curvas de adimensional de umidade em escala logaritmica em fungao do tempo
de secagem dos hidrolisados de carne de frango com enzimas proteoliticas.
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ANEXO C

Tabela C.1: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade das amostras em pH3.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}
0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000395
0,000179 0,000179 /0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179
0,000179 10,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179
0,000179 0,000179 |0,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,025127 |0,000964 0,000179 |0,000179
0,000179 10,000179 0,000179 |0,000179 |0,025127 0,850567 |0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000964 0,850567 0,000179 |0,000179
0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 0,000179
0,000395 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179

Tabela C.2: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade das amostras em pH5.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000187 |0,000179
0,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179
0,000179 10,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179
0,000179 10,000179 |0,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 10,000179 |0,000179 |0,000179 0,000411 |0,327284 10,000179 |0,000179
0,000179 /0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000411 0,057630 0,000187 |0,002618
0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,327284 0,057630 0,000179 |0,000186
0,000187 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000187 |0,000179 0,127238
0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,002618 |0,000186 |0,127238
0,000179 10,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,001798 |0,000179 |0,176498 |1,000000

{10}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

{10}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,001798
0,000179
0,176498
1,000000
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Tabela C.3: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade das amostras em pH5.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}
0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 10,000186 |0,000179 |0,104138 |0,999987
0,000179 0,000699 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000699 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 /0,000179 0,000179 |0,000179 0,003806 |0,237406 (0,000179 |0,000179
0,000186 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,003806 0,573369 |0,002595 0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,237406 0,573369 0,000203 |0,000179
0,104138 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,002595 |0,000203 0,045109
0,999987 10,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,045109
0,395275 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000564 |0,000188 |0,997663 |0,206179

Tabela C.4: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade das amostras em pH9.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000251 |0,000218 |0,690702 |0,005630
0,000179 0,425183 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 |0,425183 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,056452 |0,097723 |0,000186 |0,000179
0,000251 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,056452 1,000000 |0,005169 |0,000179
0,000218 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,097723 |1,000000 0,002852 10,000179
0,690702 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000186 |0,005169 |0,002852 0,000258
0,005630 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000258
0,008978 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000308 |1,000000

Tabela C.5: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade das amostras em pH11.

{1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9}
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000459 |0,000179
0,000179 0,002112 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,757889
0,000179 |0,002112 0,000179 /0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000216
0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,953646 0,936691 |0,000219 |0,000179
0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,953646 1,000000 |0,000861 |0,000179
0,000179 /0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,936691 |1,000000 0,000978 10,000179
0,000459 0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000219 |0,000861 |0,000978 0,000179
0,000179 |0,757889 |0,000216 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
0,761101 |0,000179 |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000189 |0,000197

120

{10}
0,395275
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000564
0,000188
0,997663
0,206179

{10}
0,008978
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0,000179
0,000308
1,000000

{10}
0,761101
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000189
0,000197



121

Tabela C.6: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H1 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,084570 |0,999793 0,781227 |0,000176
pH5 {2} |0,084570 0,109368 0,419941 |0,000176
pH7 {3} 0,999793 0,109368 0,860697 |0,000176
pH9 {4} |0,781227 0,419941 |0,860697 0,000176
pH11 {5} |0,000176 0,000176 |0,000176 0,000176

Tabela C.7: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H2 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,992609 0,863424 |0,991248 |0,000176
pH5 {2} 10,992609 0,648740 0,906503 |0,000176
pH7 {3} 10,863424 0,648740 0,982016 0,000176
pH9 {4} 10,991248 |0,906503 |0,982016 0,000176
pH11 {5} 0,000176 0,000176 |0,000176 |0,000176

Tabela C.8: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H3 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,984285 |0,908646 0,024656 0,201815
pH5 {2} 0,984285 0,663017 |0,011342 |0,094611
pH7 {3} 0,908646 0,663017 0,091534 |0,575248
PHY {4} 0,024656 0,011342 |0,091534 0,650780
pH11 {5} 0,201815 0,094611 |0,575248 0,650780

Tabela C.9: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H4 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,670131 /0,993650 0,983285 |0,379584
pH5 {2} |0,670131 0,448752 |0,390531 0,054128
pH7 {3} |0,993650 0,448752 0,999950 |0,590149
pH9 {4} |0,983285 |0,390531 |0,999950 0,656975
pH11 {5} |0,379584 0,054128 |0,590149 |0,656975

Tabela C.10: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H5 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,963030 0,889487 |0,639987 |0,000416
pH5 {2} 10,963030 0,998955 0,938351 |0,000767
pH7 {3} 10,889487 |0,998955 0,985640 0,001021
pH9 {4} |0,639987 0,938351 |0,985640 0,001860
pH11 {5} 0,000416 0,000767 |0,001021 |0,001860
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Tabela C.11: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H6 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,035052 |0,000519 0,000742 0,000483
pH5 {2} |0,035052 0,058776 0,103021 |0,051652
pH7 {3} 0,000519 0,058776 0,995577 |0,999987
pH9 {4} 0,000742 0,103021 |0,995577 0,990324
pH11 {5} |0,000483 0,051652 |0,999987 0,990324

Tabela C.12: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H7 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,004257 0,037416 |0,000176 |0,000176
pH5 {2} 0,004257 0,000208 0,000176 |0,000176
pH7 {3} 10,037416 |0,000208 0,000197 /0,000176
pH9 {4} |0,000176 0,000176 |0,000197 0,026419
pH11 {5} 0,000176 0,000176 |0,000176 |0,026419

Tabela C.13: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de H8 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,688556 0,000302 0,000190 |0,000178
pH5 {2} 0,688556 0,000945 0,000264 |0,000191
pH7 {3} 0,000302 0,000945 0,542923 /0,099145
PHY {4} |0,000190 0,000264 0,542923 0,712479
pH11 {5} 0,000178 0,000191 |0,099145 0,712479

Tabela C.14: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de peito in em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,000645 |0,511876 0,553243 |0,000396
pH5 {2} |0,000645 0,004849 |0,000231 0,000176
pH7 {3} |0,511876 0,004849 0,058805 |0,000199
pH9 {4} |0,553243 |0,000231 |0,058805 0,002083
pH11 {5} |0,000396 0,000176 |0,000199 |0,002083

Tabela C.15: Teste Tukey (p<0,05) para solubilidade de coxa in em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,000176 0,000176 |0,000176 |0,000176
pH5 {2} |0,000176 0,032974 /0,000184 /0,000179
pH7 {3} 10,000176 |0,032974 0,001389 0,000594
pH9 {4} |0,000176 0,000184 |0,001389 0,935423
pH11 {5} 0,000176 0,000179 |0,000594 |0,935423
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H4 {4}
H5 {5}
H6 {6}
H7 {7}
H8 {8}
Pi {9}
Ci {10}

Amostras
H1 {1}
H2 {2}
H3 {3}
H4 {4}
H5 {5}
H6 {6}
H7 {7}
H8 {8}
Pi {9}
Ci {10}

Amostras
H1 {1}
H2 {2}
H3 {3}
H4 {4}
H5 {5}
H6 {6}
H7 {7}
H8 {8}
Pi {9}
Ci {10}
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Tabela C.16: Teste Tukey (p<0,05) para CRA das amostras em pH3.

{1}

0,074735
0,046010
0,046010
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,046010

{2}
0,074735

1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000

{3}

{4}

{5}

0,046010 |0,046010 0,000179

1,000000

1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000

1,000000
1,000000

0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000

0,000179
0,000179
0,000179

1,000000
0,476331
0,000179
0,982488
0,000179

{6}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000

0,356650
0,000179
0,945427
0,000179

{7}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,476331
0,356650

0,000232
0,972450
0,000179

{8}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000232

0,000188
0,000179

{9}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,982488
0,945427
0,972450
0,000188

0,000179

Tabela C.17: Teste Tukey (p<0,05) para CRA das amostras em pH5.

{1}

0,004268
0,004268
0,004268
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,004268
0,004268

{2}
0,004268

1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000
1,000000

{3}
0,004268
1,000000

1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000
1,000000

{4}
0,004268
1,000000
1,000000

0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000
1,000000

{5}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,794465
0,263292
0,005274
0,000179
0,000179

{6}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,794465

0,009821
0,000291
0,000179
0,000179

{7}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,263292
0,009821

0,627754
0,000179
0,000179

{8}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,005274
0,000291
0,627754

0,000179
0,000179

{9}
0,004268
1,000000
1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

1,000000

Tabela C.18: Teste Tukey (p<0,05) para CRA das amostras em pH7.

{1}

0,208213
0,208213
0,208213
0,000179
0,000179
0,000179
0,001504
0,991484
0,000211

{2}
0,208213

1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000187
0,033093
0,000179

{3}
0,208213
1,000000

1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000187
0,033093
0,000179

{4}
0,208213
1,000000
1,000000

0,000179
0,000179
0,000179
0,000187
0,033093
0,000179

{5}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,669291
0,718758
0,052778
0,000188
0,694596

{6}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,669291

1,000000
0,001005
0,000179
0,032093

{7}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,718758
1,000000

0,001177
0,000179
0,038164

{8}
0,001504
0,000187
0,000187
0,000187
0,052778
0,001005
0,001177

0,011435
0,805480

{9}
0,991484
0,033093
0,033093
0,033093
0,000188
0,000179
0,000179
0,011435

0,000448

{10}
0,046010
1,000000
1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

{10}
0,004268
1,000000
1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000

{10}
0,000211
0,000179
0,000179
0,000179
0,694596
0,032093
0,038164
0,805480
0,000448



Amostras
H1 {1}
H2 {2}
H3 {3}
H4 {4}
H5 {5}
H6 {6}
H7 {7}
Hs8 {8}
Pi {9}
Ci {10}

Amostras
H1 {1}
H2 {2}
H3 {3}
H4 {4}
H5 {5}
H6 {6}
H7 {7}
H8 {8}
Pi {9}
Ci {10}
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Tabela C.19: Teste Tukey (p<0,05) para CRA das amostras em pH9.

{1}

0,003569
0,003569
0,003569
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

{2} {3}
0,003569 |0,003569
1,000000
1,000000
1,000000 |1,000000
0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179
0,000179 |0,000179

{4}
0,003569
1,000000
1,000000

0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

{5}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,999996
1,000000
0,000179
0,623125
0,000179

{6}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,999996

0,999992
0,000179
0,402941
0,000179

{7}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000
0,999992

0,000179
0,640662
0,000179

{8}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,000179
0,000179

{9}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,623125
0,402941
0,640662
0,000179

0,000179

Tabela C.20: Teste Tukey (p<0,05) para CRA das amostras em pH11.

{1}

0,847108
0,847108
0,847108
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,847108
0,847108

Tabela C.21
pHs {1}

{2} {3}
0,847108 0,847108
1,000000
1,000000
1,000000 |1,000000
0,000179 0,000179
0,000179 0,000179
0,000179 0,000179
0,000179 0,000179
1,000000 |1,000000
1,000000 |1,000000

pH3 {1}

{4}
0,847108
1,000000
1,000000

0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000
1,000000

{5}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,979686
0,000531
0,000179
0,000179
0,000179

{3}

{6}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,979686

0,000210
0,000179
0,000179
0,000179

{4}

{7}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000531
0,000210

0,000728
0,000179
0,000179

{8}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000728

0,000179
0,000179

{5}

0,178894 |0,075598 0,264295 |0,551384

pH5 {2} [0,178894
pH7 {3} |0,075598 0,976088
pH9 {4} |0,264295 0,998484 (0,907800
pH11 {5} 0,551384 0,016561 |0,007053 |0,025336

0,976088 |0,998484 |0,016561
0,907800 |0,007053
0,025336

{9}
0,847108
1,000000
1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

1,000000

: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de H1 em diferentes pHs.
{2}

{10}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

{10}
0,847108
1,000000
1,000000
1,000000
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
1,000000
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Tabela C.22: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de H2 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,000176 |0,000176 |0,000176 |0,000176
pH5 {2} 0,000176 1,000000 '1,000000 |1,000000
pH7 {3} 0,000176 1,000000 1,000000 |1,000000
pH9 {4} |0,000176 1,000000 1,000000 1,000000
pH11 {5} |0,000176 |1,000000 |1,000000 1,000000

Tabela C.23: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de H5 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,983559 0,996349 0,999746 |0,959300
pH5 {2} 10,983559 0,902932 0,952884 0,759761
pH7 {3} 10,996349 0,902932 0,999786 0,997434
pH9 {4} 10,999746 0,952884 |0,999786 0,986702
pH11 {5} 0,959300 0,759761 |0,997434 |0,986702

Tabela C.24: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de H6 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,843589 |0,011537 0,997343 |0,527592
pH5 {2} 0,843589 0,054558 |0,677637 |0,973793
PH7 {3} 0,011537 0,054558 0,007184 |0,134039
pHY {4} 0,997343 0,677637 0,007184 0,365013
pH11 {5} 0,527592 0,973793 0,134039 0,365013

Tabela C.25: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de H7 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,548893 |0,003841 0,485199 |0,445247
pH5 {2} |0,548893 0,000586 |0,053796 0,999644
pH7 {3} |0,003841 0,000586 0,047159 |0,000493
pH9 {4} |0,485199 |0,053796 |0,047159 0,039859
pH11 {5} |0,445247 0,999644 |0,000493 |0,039859

Tabela C.26: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de H8 em diferentes pHs.

pHs {1} {2} {3} {4} {5}
pH3 {1} 0,647914 0,999974 0,086631 0,438621
pH5 {2} 0,647914 0,704085 0,010325 |0,061468
pH7 {3} 10,999974 0,704085 0,074275 0,389588
pH9 {4} |0,086631 0,010325 |0,074275 0,770081
pH11 {5} 0,438621 0,061468 0,389588 0,770081
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Tabela C.27: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de peito in natura em diferentes pHs.

{3}
0,000182 |0,000785 0,686165 |0,000182
0,049467 |0,000177 1,000000
0,000275 |0,049467
0,000177

pHs

{1}

pH3 {1}
pH5 {2} 0,000182
pH7 {3} (0,000785 |0,049467
pH9 {4} (0,686165 0,000177 |0,000275
pH11 {5} 0,000182 |1,000000 |0,049467 |0,000177

{2}

{4}

{5}

Tabela C.28: Teste Tukey (p<0,05) para CRA de coxa in natura em diferentes pHs.

{3}
1,000000 |0,000183 |0,000176 |1,000000
0,000183 |0,000176 |1,000000
0,000176 |0,000183
0,000176

pHs

{1}

pH3 {1}
pH5 {2} |1,000000
pH7 {3} |0,000183 0,000183
pH9 {4} |0,000176 |0,000176 |0,000176
pH11 {5} |1,000000 1,000000 |0,000183 |0,000176

{2}

{4}

{5}

Obs.: Para os hidrolisados H3 e H4 nao houve diferenga significativa, a 5% de

significancia, de CRA nos diferentes valores de pH.

Tabela C.29: Teste Tukey (p<0,05) para capacidade emulsificante dos hidrolisados e

Amostras
H1 {1}
H2 {2}
H3 {3}
H4 {4}
H5 {5}
H6 {6}
H7 {7}
H8 {8}
P1 {9}
C1 {10}

{1}

0,352333
0,999224
0,000734
0,000179
0,026954
0,999224
0,026954
0,000179
0,000179

{2}
0,352333

0,109123
0,109123
0,000179
0,000290
0,109123
0,000290
0,000179
0,000179

de peito e coxa de frango in natura.

{3}
0,999224
0,109123

0,000290
0,000186
0,109123
1,000000
0,109123
0,000179
0,000179

{4}
0,000734
0,109123
0,000290

0,000179
0,000179
0,000290
0,000179
0,000179
0,000179

{5}
0,000179
0,000179
0,000186
0,000179

0,001414
0,000186
0,001414
0,000179
0,000179

{6}
0,026954
0,000290
0,109123
0,000179
0,001414

0,109123
1,000000
0,000179
0,000179

{7}
0,999224
0,109123
1,000000
0,000290
0,000186
0,109123

0,109123
0,000179
0,000179

{8}
0,026954
0,000290
0,109123
0,000179
0,001414
1,000000
0,109123

0,000179
0,000179

{9}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179

0,352333

{10}
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,000179
0,352333
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Tabela C.30: Teste Tukey (p<0,05) para capacidade de retencado de éleo dos
hidrolisados e de peito e coxa de frango in natura.

Amostras | {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}
H1 {1} 0,000179 |0,482558 |0,000179 |0,906968 |0,000206 |0,482558 |0,000206 |0,142861 |0,000179
H2 {2} |0,000179 0,000179 |1,000000 |0,000179 |0,000830 |0,000179 |0,000830 |0,000179 |0,998008
H3 {3} |0,482558 |0,000179 0,000179 |0,998008 |0,004034 |1,000000 |0,004034 |0,998008 |0,000179
H4 {4} |0,000179 |1,000000 |0,000179 0,000179 /0,000830 |0,000179 |0,000830 |0,000179 |0,998008
H5 {5} |0,906968 |0,000179 |0,998008 |0,000179 0,000830 |0,998008 |0,000830 |0,844003 |0,000179
H6 {6} |0,000206 |0,000830 |0,004034 |0,000830 |0,000830 0,004034 |1,000000 |0,021771 |0,000285
H7 {7} |0,482558 |0,000179 |1,000000 0,000179 |0,998008 |0,004034 0,004034 |0,998008 |0,000179
H8 {8} |0,000206 |0,000830 |0,004034 |0,000830 |0,000830 |1,000000 |0,004034 0,021771 |0,000285
Pi {9} |0,142861 |0,000179 |0,998008 0,000179 |0,844003 |0,021771 |0,998008 |0,021771 0,000179
Ci {10} |0,000179 |0,998008 |0,000179 |0,998008 |0,000179 |0,000285 |0,000179 |0,000285 |0,000179

Tabela C.31: Teste Tukey (p<0,05) para capacidade formagao de espuma dos
hidrolisados e de peito e coxa de frango in natura.

Amostras | {1} {2} {3} {4} {5} {6} {7} {8} {9} {10}
H1 {1} 0,414125|0,000179 |0,117453 |0,414125 |0,117453 |0,944036 |0,414125 |0,970086 |0,998238
H2 {2} |0,414125 0,000179 |0,998238 |1,000000 |0,998238 |0,986008 |1,000000 0,970086 0,117453
H3 {3} |0,000179 |0,000179 0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179 |0,000179
H4 {4} |0,117453 |0,998238 |0,000179 0,998238 |1,000000 |0,722203 |0,998238 |0,645305 |0,024886
H5 {5} |0,414125 |1,000000 |0,000179 |0,998238 0,998238 |0,986008 |1,000000 |0,970086 |0,117453
H6 {6} |0,117453 |0,998238 |0,000179 |1,000000 |0,998238 0,722203 |0,998238 |0,645305 |0,024886
H7 {7} |0,944036 |0,986008 |0,000179 |0,722203 |0,986008 |0,722203 0,986008 |1,000000 |0,566204
H8 {8} |0,414125 |1,000000 |0,000179 0,998238 |1,000000 |0,998238 |0,986008 0,970086 |0,117453
Pi {9} |0,970086 |0,970086 |0,000179 |0,645305 |0,970086 |0,645305 |1,000000 0,970086 0,645305
Ci {10} |0,998238 |0,117453 |0,000179 |0,024886 |0,117453 |0,024886 |0,566204 |0,117453 |0,645305

Tabela C.32: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H1 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,127129 0,001067 0,000191 0,000182
5{2} |0,127129 0,046471 0,000816 |0,000446
10{3}  |0,001067 0,046471 0,089643 0,033581
30{4} |0,000191 0,000816 0,089643 0,965541

60 {5} 0,000182 /0,000446 0,033581 |0,965541
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Tabela C.33: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H2 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,066767 0,000854 0,000185 0,000176
5{2}  |0,066767 0,066767 0,000854 |0,000185
10{3}  |0,000854 0,066767 0,066767 0,000854
30{4} |0,000185 0,000854 0,066767 0,066767

60 {5} 0,000176 /0,000185 |0,000854 |0,066767

Tabela C.34: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H3 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,046721 0,005500 0,002773 |0,002773
5 {2} 0,046721 0,629347 0,369075 0,369075
10 {3} 0,005500 0,629347 0,986162 0,986162
30 {4} 0,002773 0,369075 |0,986162 1,000000

60 {5} 0,002773 |0,369075 |0,986162 |1,000000

Tabela C.35: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H4 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,000176 0,000176 |0,000176 0,000176
5{2}  |0,000176 1,000000 |1,000000 |1,000000
10{3}  |0,000176 1,000000 1,000000 |1,000000
30{4} |0,000176 1,000000 1,000000 1,000000

60 {5} 0,000176 |1,000000 1,000000 |1,000000

Tabela C.36: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H5 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,011659 |0,001649 0,000727 |0,000727
5{2} |0,011659 0,633156 0,283138 0,283138
10{3}  0,001649 0,633156 0,950231 |0,950231
30{4} |0,000727 0,283138 |0,950231 1,000000

60 {5} 0,000727 |0,283138 0,950231 |1,000000
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Tabela C.37: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H6 ao

longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,066767 0,000854 0,000185 0,000176
5{2}  |0,066767 0,066767 0,000854 0,000185
10{3}  |0,000854 0,066767 0,066767 0,000854
30{4} 0,000185 0,000854 0,066767 0,066767

60 {5} 0,000176 /0,000185 0,000854 |0,066767

Tabela C.38: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H7 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,013159 0,000186 0,000186 0,000177
5{2}  |0,013159 0,003397 0,003397 |0,000595
10{3}  |0,000186 0,003397 1,000000 0,607633
30{4} |0,000186 0,003397 |1,000000 0,607633

60 {5} 0,000177 |0,000595 0,607633 |0,607633

Tabela C.39: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo H8 ao
longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,027107 |0,006470 0,002505 0,001265
5{2}  |0,027107 0,868421 0,507699 |0,259655
10{3}  |0,006470 0,868421 0,955826 |0,736098
30{4} |0,002505 0,507699 0,955826 0,979995

60 {5} 0,001265 |0,259655 0,736098 |0,979995

Tabela C.40: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pelo peito de
frango in natura ao longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 0,039803 |0,000450 0,000450 0,000184
5{2}  |0,039803 0,039803 0,039803 0,001118
10{3}  0,000450 0,039803 1,000000 |0,156753
30{4}  |0,000450 0,039803 1,000000 0,156753

60 {5} 0,000184 /0,001118 0,156753 |0,156753
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Tabela C.40: Teste Tukey (p<0,05) para estabilidade de espuma formada pela coxa de
frango in natura ao longo do tempo.

tempo (min) | {1} {2} {3} {4} {5}
1{1} 1,000000 0,001370 0,001370 |0,000258
5{2}  |1,000000 0,001370 0,001370 |0,000258
10{3}  |0,001370 0,001370 1,000000 0,359439
30{4} |0,001370 0,001370 |1,000000 0,359439

60 {5} 0,000258 |0,000258 0,359439 |0,359439



